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A  Zusammenfassung 
Exosomen sind kleine membranhaltige Vesikel, welche im endosomalen System ihren   
Ursprung haben und über die Fusion von multivesikulären Körpern mit der Zellmembran in 
den extrazellulären Raum sekretiert werden. Dabei übernehmen sie vielerlei Aufgaben im 
Organismus, zu welchen die Modulation von Immunantworten, die interzelluläre Kommunika-
tion und der Transport bioaktiver Stoffe zählen.  
Darüber hinaus ist heute bekannt, dass Exosomen einen Einfluss auf viele verschiedene 
Krankheitsbilder haben, so dass ihr allgemeines Potential als Biomarker und Therapeutika 
derzeit untersucht wird. Zu diesem Zweck gelten Exosomen als geeignetes Transportsystem 
zur Übertragung hochspezialisierter lokaler und systemischer Signale, die für die Therapie 
einer Erkrankung relevant sind. 
Diese Doktorarbeit konzentriert sich auf verschiedene Aspekte von Exosomen, insbesondere 
deren Isolierung und Engineering unter Verwendung molekularer Strategien, um ihr Potential 
zur Behandlung von Krankheiten zu erweitern. Daher wurden Exosomen aus Zellkulturüber-
ständen von nativen und modifizierten humanen Fibrosarkomzellen (HT1080) und humanen 
Stromazellen (L87/4) aufgereinigt und charakterisiert. 
Die isolierten Partikel zeigten dabei typische exosomale Marker und befanden sich in der 
Größenordnung von Exosomen. Zudem konnte eine intakte Lipidmembran der Vesikel 
nachgewiesen werden. 
Um zu prüfen, ob die aufgereinigten Exosomen in der Lage waren, zytosolische und mem- 
brangebundene Proteine auf Zellen zu übertragen, wurden Exosomen hergestellt, welche 
zum einen GFP beinhalteten bzw. TIMP-1 (Tissue inhibitor of matrix metalloproteinase 1) 
über einen GPI-Anker (TIMP-1_GPI) auf ihren Oberflächen trugen.  
Es wurde bereits früher gezeigt, dass GPI-Anker effizient Proteine in Exosomen während 
deren Biogenese integrieren. Das Fusionsprotein TIMP-1_GPI hat erweiterte und neuartige 
Bioaktivitäten, die sowohl in der Krebstherapie als auch in der Exzisionswundheilung Ent-
wicklungspotential aufweisen. 
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TIMP-1 besitzt die Fähigkeit das Gleichgewicht zwischen Auf- und Abbau der extrazellulären 
Matrix zu regulieren und ist ein für zahlreiche Indikationen einsetzbares Therapeutikum.  
Bei der Charakterisierung von Exosomen aus TIMP-1_GPI- und GFP-transduzierten Zellen 
stellte sich heraus, dass es zu einer Aufkonzentrierung von membrangebundenem TIMP-1 an 
der gesamten Proteinmenge kam. Zytosolisch vorliegendes GFP wurde im Gegensatz dazu 
abgereichert.  
Auf Grund des geringen Gehalts in den verwendeten Exosomen konnte nur bedingt die ver-
mehrte Integration von mRNA in Exosomen nach Verwendung einer „Zipcode“-like-Sequenz 
bestätigt werden. 
Da infolge der Wahl eines geeigneten Ankers der Transport membrangebundener Proteine 
via Exosomen möglicherweise verbessert werden kann, wurde TIMP-1 zum einen mit einem 
GPI-Anker und zum anderen mit der Transmembrandomäne (MSD) aus dem Antigen CD34 
modifiziert. Obwohl die Menge des therapeutischen Proteins in TIMP-1_MSD-positiven Exo-
somen deutlich geringer ausfiel, kam es zu keinem signifikanten Unterschied zwischen bei-
den Exosomenpopulationen bezüglich der Übertragungsrate.  
Des Weiteren konnte bei Versuchen zum gezielten Transfer auf Basis einer            
Chemokin-Chemokinrezeptor-Bindung gezeigt werden, dass die Effizienz des Transports 
eines zytosolischen Proteins von CXCL10-positiven Exosomen auf T-Zellen tatsächlich im 
Vergleich zu nicht Chemokin-tragenden Exosomen erhöht war. Jedoch sind weitere Versuche 
nötig, um dieses Ergebnis zu verifizieren. 
 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass Exosomen auf viele unterschiedliche Weisen  
modifiziert werden können. So ist es möglich, die exosomale Oberfläche mit einem therapeu-
tischen Protein als auch einem Liganden für einen gerichteten Transport zu verändern und 
parallel dazu den Inhalt mit einem weiteren Wirkstoff zu beladen.  
Daher sind Exosomen für zahlreiche Anwendungen geeignet und können unterstützend wie 
auch als eigenständiges Therapeutikum bei der Bekämpfung von Krankheiten eingesetzt 
werden. 
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Abstract 
Exosomes are small membrane-containing vesicles that originate in the endosomal system 
and are secreted into the extracellular space via the fusion of multivesicular bodies with    
the cell membrane. They perform many tasks in the organism, including the modulation of   
immune responses, intercellular communication and the transport of bioactive substances. 
Furthermore exosomes are recognized as contribution factors in many different disease  
settings these days, in consequence their general potential as biomarkers and therapeutics is 
currently under investigation. To this end, exosomes have now emerged as a suitable 
transport system for the delivery of highly specialized local and distant signals relevant for 
disease therapy. 
This doctoral thesis focuses on various facets of exosomes, specifically their isolation and 
engineering using molecular strategies to expand their potential application for disease 
treatment. Hence, cell culture exosomes from the supernatants of native and modified human      
fibrosarcoma cell lines (HT1080) and human stromal cell lines (L87/4) were purified and 
characterized. 
The isolated particles showed typical exosomal markers and were on the scale of exosomes. 
In addition, an intact lipid membrane of the vesicles could be detected. 
To analyse the ability of purified exosomes to transfer cytosolic and membrane-bound pro-
teins to cells, exosomes were produced containing GFP or carrying GPI-anchored TIMP-1 
(TIMP-1_GPI) on their surfaces.  
GPI anchors have been previously shown to efficiently target proteins to exosomes during 
their biogenesis. TIMP-1_GPI has enhanced and novel bioactivities that have potential for 
development in both cancer treatment and excisional wound healing. 
By characterising exosomes from TIMP-1_GPI- and GFP-engineered cells it was found that 
there was a concentration of membrane-bound TIMP-1 in the total amount of protein. As 
oposed to this cytosolic GFP was depleted. 
Due to the low mRNA content in the exosomes used, the increased integration of template 
RNA in exosomes could only be confirmed to a limited extent after using a "Zipcode”-like 
sequence. 
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To examine whether the transport of membrane-bound proteins via exosomes can be im-
proved as a result of the choice of a suitable anchor, TIMP-1 was fused with a GPI anchor and 
with the membrane-spanning domain (MSD) of antigen CD34, respectively. Although the 
amount of therapeutic protein was substantially lower in TIMP-1_MSD-positive exosomes 
there was no significant difference between the two exosome populations in terms of transfer 
rate. 
Furthermore, studies respecting a chemokine/chemokine-receptor based targeted transfer 
have shown that the efficiency of transporting a cytosolic protein from CXCL10-positive  
exosomes to T lymphocytes was actually increased compared to non-chemokine bearing 
exosomes. However further attempts are needed to manifest verification in this regard. 
 
In summary, exosomes can be modified in many different ways. On the one hand it is possible 
to alter the exosomal surface by adding a therapeutic protein or/and a ligand for targeted 
delivery as well. On the other hand the content can be loaded with another active substance 
in parallel. Therefore exosomes are suitable for numerous applications and can be used both 
as a supportive and as an independent therapeutic agent in the control of diseases.
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B  Einleitung 
1  Exosomen 
1.1 Anfänge 
Schon 1967 machte Wolf die Entdeckung von winzigen phospholipidhaltigen Partikeln im 
Plasma von Blutplättchen und bezeichnete diese als „Blutplättchen-Staub“. Kurz darauf 
wurden Vesikel in der murinen Knorpelmatrix mit einer geschätzten Größenordnung von    
30 nm – 1 µm identifiziert (Anderson, 1969).  
In einer Veröffentlichung von 1975 kam es zum Vergleich von Mikrovesikeln (MV) aus fetalem 
Kälberserum (FBS) mit Vesikeln aus multivesikulären Körpern (MVBs) und welchen, die in 
der Suspensionskultur von Epithel- und Lymphoblastzellen gefunden wurden (Dalton, 1975).  
Wenige Jahre später beschrieb die Arbeitsgruppe um Trams die Beobachtung von Vesikeln 
mit einem Durchmesser von 40 nm, welche von neoplastischen Zelllinien sekretiert wurden 
und Teile der elterlichen Plasmamembran aufwiesen. Sie schlugen vor, diese Vesikel als 
Exosomen zu bezeichnen (Trams et al., 1981).  
Während der Reifung von Retikulozyten konnten weitere Arbeitsgruppen feststellen, dass 
Transferrin-Rezeptoren endozytiert und nicht lysosomal abgebaut, sondern als         
Transferrin-rezeptorhaltige Vesikel von der Zelle exozytiert wurden (Pan und Johnstone, 
1983; Harding et al., 1983; Harding et al., 1984). Diese Vesikel wurden von Johnstone und 
Kollegen 1987 bei einer 90-minütigen Zentrifugation bei 100.000 x g sedimentiert. Seitdem ist 
das Wissen über Exosomen stetig gestiegen. 
 
1.2 Biogenese 
1.2.1 Endosomales System 
Exosomen sind 30 – 150 nm große Vesikel (Conde-Vancells et al., 2008; Li et al., 2014;  
Zeringer et al., 2015), welche im endosomalen System entstehen (Urbanelli et al., 2013; 
Roma-Rodrigues et al., 2014) (Abbildung 1) und dieselbe Membranorientierung wie ihre  
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Donorzellen besitzen (Ge et al., 2012). Zudem reichern sich Exosomen in einem Dichte-  
gradienten von 1,13 – 1,19 g/mL an (Bobrie et al., 2011; Zhang et al., 2014; Szatanek et al., 
2015).  
Der Ursprung von Exosomen befindet sich im pleomorphen endosomalen System, welches 
aus primären endozytotischen Vesikeln, frühen Endosomen (EEs), späten Endosomen (LEs) 
und Lysosomen besteht (Denzer et al., 2000).  
Die Bildung der endozytotischen Vesikel setzt eine ins Zellinnere gerichtete Invagination der 
Plasmamembran voraus. Neben der hauptsächlich beschriebenen Clathrin-vermittelten  
Endozytose (Kalani et al., 2014) gibt es Clathrin-unabhängige Möglichkeiten der Internalisie-
rung, welche sich zum einen in einen Caveolae-vermittelten und zum anderen in einen 
Caveolae-freien Weg einteilen lassen (Pelkmans und Helenius, 2002; Pelkmans, 2005). 
Bei der Clathrin-vermittelten Endozytose, welche u. a. an der Rezeptorinternalisierung betei-
ligt ist (Liu et al., 2010), sind Adaptorproteine für die Auswahl und die Umsetzung der Ver-
packung der zu transportierenden Membranproteine verantwortlich (Maldonado-Báez und 
Wendland, 2006). Die anschließende Abschnürung der Vesikel erfolgt mit Hilfe der GTPase 
Dynamin und deren Bindungspartner (Sundborger und Hinshaw, 2014).  
Bei der Clathrin-unabhängigen Endozytose spielen dagegen lipid rafts (Simons und Ikonen, 
1997) eine entscheidende Rolle. Hier scheint die Initialisierung der Vesikelbildung auf Grund 
einer Einbuchtung der Membran durch lipid rafts an sich oder über die Anhäufung von  
Caveolin zu erfolgen (Pelkmans, 2005). Die Arbeitsgruppe um Sadir vermutet zudem, dass 
bei der Internalisierung von IFN-γ und dessen Rezeptor sowohl eine Clathrin-vermittelte als 
auch eine über Caveolin initiierte Vesikulation möglich ist, welche im Transport der Moleküle 
in verschiedene Zellkompartimente resultiert (Sadir et al., 2001).  
Nach deren Abschnürung gelangen die endozytotischen Vesikel in EEs (Gruenberg et al., 
1989), welche neben den Molekülen von der Plasmamembran auch Material vom        
Golgi-Apparat beziehen und für deren weitere Verarbeitung und Koordination zuständig sind 
(Scott et al., 2014). Dabei scheint die Ansäuerung des endosomalen Inhalts und eine bei-
spielsweise damit verbundene Abspaltung eines Liganden von seinem Rezeptor ein wichtiges 
Ereignis für die darauffolgende Sortierung der Moleküle zu sein (Yamashiro und Maxfield, 
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1984; Yamashiro und Maxfield, 1987). Darunter fallen das Recyceln an die Membran (Jopling 
et al., 2014), der lysosomale Abbau oder der retrograde Transport zum trans-Golgi-Netzwerk 
(Jovic et al., 2010). 
Das Recyclen an die Membran kann entweder direkt oder über recycling endosomes im  
perinukleären Raum erfolgen (Huotari und Helenius, 2011). Beim direkten Recyclen sind die 
EEs im peripheren Zytoplasma lokalisiert (Hoepfner et al., 2005) und können an ihren dünnen 
röhrenförmigen Ausläufen und großen Vesikeln erkannt werden (Jovic et al., 2010). Mit ihrem 
Einzug in die Zellmitte verlieren sie jedoch ihre recycelnden Eigenschaften und übernehmen 
abbauende Funktionen (Hoepfner et al., 2005). Dabei kommt es zu einer Reifung der EEs zu 
LEs (Stoorvogel et al., 1991) und angesichts von Invaginationen der limitierenden Membran 
(Babst, 2011) und dem damit einhergehenden Anstieg intraluminaler Vesikel (ILV) zur Bil-
dung von MVBs (Hu et al., 2015). 
Während der Reifung werden Proteine und Lipide über tubulo-vesikuläre Elemente zurück an 
die Membran bzw. das trans-Golgi-Netzwerk geführt. Danach fusionieren MVBs in der Regel 
mit Lysosomen, was zum Abbau der nicht-recycelten Inhalte führt (Piper und Katzmann, 
2007). 
 
Neben den Mechanismen des Recyclens und lysosomalen Abbaus existert jedoch noch ein 
weiterer, bei welchem MVBs mit der Zelloberfläche fusionieren und schließlich die Vesikel als 
Exosomen in den extrazelluläre Raum freigelassen werden (Vlassov et al., 2012; Sato et al., 
2016; Sarko und McKinney, 2017). Dabei scheinen zum einen Rab11 und ein intrazellularer 
Anstieg von Calcium für die Exozytose verantwortlich zu sein (Savina et al., 2003). Daneben 
gibt es noch Hinweise auf eine Beteiligung von Rab35 (Hsu et al., 2010) bzw. Rab27a und 
Rab27b (Ostrowski et al., 2010). 
Ein erhöhter Exosomenausstoß kann zudem durch unterschiedliche Stressfaktoren wie  
Hypoxie, Veränderungen von Temperatur und pH-Wert, Strahlung, oxidativer Stress,  
Scherbeanspruchung und die Stimulation der Sphingomyelinase bzw. die Aktivierung des 
Tumorsuppressorproteins p53 erreicht werden (Roma-Rodrigues et al., 2014).  
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Abbildung 1: Graphische Darstellung der Biogenese von Exosomen. Nach Einstülpung der Zell-
membran an Clathrin-überzogenen Vertiefungen bilden sich endozytierte Vesikel (CCV), welche  
daraufhin mit frühen Endosomen fusionieren. Durch Invaginationen der limitierenden Membran kommt 
es zu einem Anstieg intraluminaler Vesikel und zur Bildung multivesikulärer Körper (MVE).        
Anschließend fusionieren MVE entweder mit Lysosomen zum Abbau nicht mehr benötigten Materials 
oder mit der Plamamembran und setzen so ihren Inhalt in die extrazelluläre Matrix frei. Die roten 
Punkte stellen Clathrin dar, wobei die farbigen Dreiecke und Rechtecke transmembrane bzw. mem- 
branassoziierte Proteine symbolisieren. (Schema aus Raposo und Stoorvogel, 2013) 
 
1.2.2 Sortierungssignal und Beladung von MVBs 
Unter den vielen Mechanismen zur Beladung von Vesikeln ist die bekannteste und am häu-
figsten untersuchte Variante die Monoubiquitinierung als Signal zur Sortierung und den 
Transport von löslichen (Cheng und Schorey, 2016) und membrangebundenen Proteinen 
(Michelet et al., 2010) in Exosomen. 
Hierbei bindet Ubiquitin an den Lysinrest des Zielproteins, welches daraufhin von einer 
Gruppe von Proteinkomplexen namens ESCRTs (endosomal sorting complexes required for 
transport) in ILV sortiert wird (Babst, 2011).  
Insgesamt gibt es vier unterschiedliche ESCRTs (ESCRT-0, -I, -II, -III) (Hurley, 2010; Hurley 
und Hanson, 2010).  
In einem ersten Schritt erkennt dabei ESCRT-0 die ubiquitinierte Fracht und wird zur     
Endosomenmembran geleitet. Anschließend erfolgt eine Kaskade an Rekrutierungen von 
 Exosomen 5  
 
ESCRT-I bis ESCRT-III, wobei jeder Komplex für die Mobilisierung der nachfolgenden Einheit 
zuständig ist (Villarroya-Beltri et al., 2014). Infolgedessen kommt es zur Formierung von 
MVBs (Luzio et al., 2010; Michelet et al., 2010) mit der entprechenden Fracht (Katzmann et 
al., 2001). In einem letzten Schritt dissoziiert die ATPase Vps4 den ESCRT-III-Komplex und 
beendet die weitere Genese von ILV (Lata et al., 2008; Davies et al., 2009). 
 
1.3 Aufnahme  
Abhängig vom Aufbau können Exosomen über den Kontakt, etwa mittels eines membran-
gebundenen Liganden oder nach deren Internalisierung, eine Reaktion in einer Zelle auslö-
sen (McKelvey et al., 2015).  
Dabei können Exosomen auf verschiedene Arten und Weisen aufgenommen werden.  
So erfolgte die zelluläre Aufnahme von Exosomen aus Ratten-Phäochromozytomzellen u. a. 
anhand einer Rezeptor-vermittelten Endozytose via Clathrin (Tian et al., 2014). Feng et al. 
beschreiben die von Aktin-Zytoskelett, Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) und Dynamin-2    
abhängige Phagozytose von Exosomen bei phagozytären Zellen (Feng et al., 2010). 
Ein weiterer Mechanismus zur exosomalen Internalisierung konnte bei Mikrogliazellen regis-
triert werden. Diese betreiben Makropinozytose (Fitzner et al., 2011), was durch die Inhibie-
rung von PI3K bzw. des Na+/H+-Ionentauschers in der Plasmamembran blockiert werden 
konnte (Khalil et al., 2006).  
Die Arbeitsgruppe um Svensson postuliert dagegen, dass die Aufnahme von 
Glioblastom-Exosomen vom ERK1/2-HSP27-Signalweg abhängig ist und über lipid 
raft-vermittelte Endozytose geschieht (Svensson et al., 2013). 
Auch eine Aufnahme von Exosomen über die Fusion mit der Zellmembran ist möglich, wie im 
Falle von Exosomen aus Melanomzellen mit Melanomzellen gezeigt werden konnte (Parolini 
et al., 2009). Dabei scheinen Tetraspanine auf der Empfängerzelle einen Einfluss auf diesen 
Mechanismus zu haben (McKelvey et al., 2015). 
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1.4 Molekulare Zusammensetzung 
Exosomen sind mit einer Phospholipid-Doppelmembran umgebene Vesikel (Laulagnier et al., 
2004; Yuana et al., 2013) und besitzen auf Grund ihres endosomalen Ursprungs Membran-
transport- und Fusionsproteine (GTPasen, Flotillin-Proteine, Annexine), Tetraspanine (CD9, 
CD63, CD81, CD82) und Hitzeschockproteine (Hsc70, Hsp90) sowie Proteine, welche bei der 
Entstehung von MVBs beteiligt sind (Alix und TSG101) (Szatanek et al., 2015).  
Des Weiteren sind Exosomen reich an Lipiden (Cholesterin, Biphosphate, Sphingo- und 
Phospholipide) (Lin et al., 2015) und verfügen über zytoskelettale (Aktin, Cofilin Tubulin,  
Profilin) als auch die Signaltransduktion (Syntenin, β-Catenin) und Translation (eEF1a1)  
betreffende Proteine (Gutiérrez-Vázquez et al., 2013). 
Häufig sind außerdem am Metabolismus involvierte Enzyme in Exosomen zu finden (GAPDH, 
ENO1) (Urbanelli et al., 2013). 
Je nach Herkunft können in Exosomen außerdem eine Vielzahl an unterschiedlichen    
spezifischen Proteinen, Lipiden und Ribonukleinsäuren detektiert werden, welche in den  
Internet-Datenbanken „ExoCarta“, (Mathivanan und Simpson, 2009; Mathivanan et al., 2012; 
Keerthikumar et al., 2016), „Vesiclepedia“ (Kalra et al., 2012) und „EVpedia“ (Kim et al., 2013; 
Kim et al., 2015a; Kim et al., 2015b) katalogisiert werden. 
Auch kann die Zusammensetzung der Vesikel innerhalb einer Zelle variieren. So können 
Zellen gleichzeitig Exosomen mit unterschiedlichen Inhalten sekretieren (Gutiérrez-Vázquez 
et al., 2013).  
Zudem tragen Zustand und Art der Parentalzelle maßgeblich zur exosomalen Komposition 
bei (Shenoda und Ajit, 2016; Sarko und McKinney, 2017). 
Zu beachten ist auch, dass kein Marker ausschließlich für Exosomen existiert (Yáñez-Mó et 
al., 2015). Alle exosomalen Proteine sind auch im Zytosol bzw. in der Membran der Donor-
zelle zu finden (Keller et al., 2006). 
Hinsichtlich ihres endosomalen Ursprungs sind in Exosomen weder nukleare noch endo- 
plasmatische (Keller et al., 2006) oder mitochondriale (Mears et al., 2004) Proteine vorhan-
den. 
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1.5 Vorkommen 
Exosomen werden von fast allen Zelltypen sekretiert (Roma-Rodrigues et al., 2014; Liu et al., 
2015). Dazu zählen neben hämatopoetischen Zellen wie Retikulozyten (Géminard et al., 
2002) auch dendritische Zellen (Pitt et al., 2016; Liu et al., 2016), Mastzellen (Skokos et al., 
2003; Li et al., 2016; Veerappan et al., 2016), B-Lymphozyten (Escola et al., 1998; Saun-
derson et al., 2008; Lundy et al., 2015), T-Lymphozyten (Wahlgren et al., 2012; Agarwal et al., 
2014), Makrophagen (McDonald et al., 2014; Wang et al., 2015), Fibroblasten (Hu et al., 
2015; Haj-Salem et al., 2017) und Adipozyten (Ferrante et al., 2015). Aber auch Zellen des 
Nervensystems wie Neuronen (Chivet et al., 2012; Janas et al., 2016), Astrozyten (Guescini 
et al., 2010; Verkhratsky et al., 2016), Oligodendrozyten (Krämer-Albers et al., 2007) und 
Mikroglia (Asai et al., 2015) sekretieren Exosomen.  
Schließlich nutzen Krebszellen Exosomen, um eine Progression des Tumors zu begünstigen 
(Wang et al., 2016) und sich vor einer Immunantwort zu schützen (Sun und Liu, 2014; Liu et 
al., 2015) sowie über längere Distanzen zu interagieren (Whiteside, 2016).  
 
Folglich sind Exosomen nicht nur auf das Recyclen der Rezeptoren von der Zelloberfläche 
beschränkt, sondern auch bei zahlreichen physiologischen und pathologischen Prozessen 
beteiligt (Feng et al., 2010).  
 
1.6 Funktionen und Anwendungen 
Großes Interesse weckte die Entdeckung von RNS in Exosomen und damit die Möglichkeit 
des genetischen Austauschs zwischen Zellen (Valadi et al., 2007). Heute weiß man, dass 
Exosomen durch den molekularen Transfer von Proteinen, Lipiden und Nukleinsäuren 
(Raposo und Stoorvogel, 2013; Batagov und Kurochkin, 2013; Ung et al., 2014; Greening et 
al., 2015) u. a. der interzellularen Kommunikation dienen (Bang und Thum, 2012; Costa-Silva 
et al., 2015; Ratajczak et al., 2016; Ciardiello et al., 2016; Takahashi et al., 2017). Dafür 
spricht auch, dass Exosomen in den meisten Körperflüssigkeiten zu finden sind (Ha et al., 
2016).  
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Hierunter fallen Blut (Baranyai et al., 2015; Li et al., 2017), Speichel (Michael et al., 2010; 
Zlotogorski-Hurvitz et al., 2015; Zheng et al., 2017), Urin (Dear et al., 2013; Li et al., 2014; 
Alvarez, 2014; Musante et al., 2014), Muttermilch (Admyre et al., 2007; Qin et al., 2016; Hock 
et al., 2017), Fruchtwasser (Asea et al., 2008; Balbi et al., 2017), Sperma (Vojtech et al., 
2014; Du et al., 2016), Aszites (Peng et al., 2011; Kim et al., 2016) und Zerebrospinalflüs-
sigkeit (Street et al., 2012; Li et al., 2017).  
Zudem kamen Valadi und seine Kollegen zu der Erkenntnis, dass mRNA nach exosomaler 
Übertragung nicht nur ihre Funktion beibehielt, sondern auch von einer anderen Spezies 
translatiert werden konnte und somit ein genetischer Austauch unter Arten verschiedener 
Abstammungen möglich wäre (Valadi et al., 2007). 
Des Weiteren bewahren Exosomen die zelluläre Homöostase, indem sie schädliche zyto-
plasmatische DNS (Takahashi et al., 2017), RNS und Proteine (Baixauli et al., 2014) aus der 
Zelle schleusen.  
Exosomen aus mesenchymalen Stammzellen (MSCs) besitzen außerdem regenerierende 
und schützende Eigenschaften (Armstrong et al., 2017).  
In einem murinen Tiermodell für myokardiale Ischämie/Reperfusionsschäden reduzierten 
MSCs-Exosomen das Infarktausmaß und zeigten kardioprotektive und wundheilende Effekte 
(Lai et al., 2010). Ebenfalls konnten MSCs-Exosomen in fibrotischen Lebern (Li et al., 2013) 
und bei kutanen Verletzungen (Zhang et al., 2015) zur Genesung beitragen.  
 
Das Interesse von Immunologen an Exosomen wurde 1996 mit der Entdeckung geweckt, 
dass Exosomen scheinbar bei der Antigenpräsentation involviert sind (Bobrie et al., 2011).  
So fand die Arbeitsgruppe um Raposo heraus, dass von B-Lymphozyten sekretierte Exoso-
men die Fähigkeit besaßen, eine antigenspezifische Immunantwort in T-Zellen auszulösen 
(Raposo et al., 1996). 
Heute weiß man, dass Exosomen Immunantworten modulieren können (Wahlgren et al., 
2012; Shenoda und Ajit, 2016) und je nach Herkunft sowohl immunstimulierend (Quah und 
O'Neill, 2005) als auch immunsuppressiv (Liu et al., 2015) wirken. 
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Bei einer Allotransplantation ist die Reaktion des Immunsystems von hoher Relevanz, da es 
hier für gewöhnlich zu einer Abstoßung des körperfremden Transplantats kommt. In diesem 
Zusammenhang konnten Exosomen vom Spender durch die Induzierung von regulatorischen 
T-Zellen (TReg-Zellen) beim Empfänger eine Inflammation unterdrücken (Song et al., 2016).  
Anders als bei einer Verpflanzung von Organen und Geweben ist jedoch eine akute      
inflammatorische Immunantwort im Krankheitsfall wünschenswert. 
Dendritische Zellen (DCs) sind Zellen des Immunsystems, welche in der Lage sind, patho-
gene Antigene zu prozessieren und über ihre Haupthistokompatibilitätskomplex 
(MHC)-Klasse I- und II-Moleküle zu präsentieren (Villadangos und Schnorrer, 2007).  
In Veröffentlichungen von 2009 wurde beschrieben, dass DCs MHC-Klasse II-Moleküle nicht 
nur untereinander via Exosomen austauschen, sondern diese auch exosomal an 
CD4-positive (CD4+) T-Zellen transferieren, um eine Immunantwort auszulösen (Nolte-'t Hoen 
et al., 2009; Buschow et al., 2009). 
Bereits zuvor brachten Zitvogel und Kollegen in Erfahrung, dass Exosomen aus DCs spezi-
fische zytotoxische T-Zellen (CTLs) aktivieren und so das Wachstum von etablierten Tumo-
ren in Mäusen inhibieren (Zitvogel et al., 1998). Die T-Zell-vermittelte Immunantwort kann 
dabei selber von Exosomen initiiert werden, indem die entsprechenden Tumorantigene in 
Exosomen verpackt aus Tumorzellen sekretiert und von DCs prozessiert werden (Wolfers et 
al., 2001). 
Diese Art der Tumorbekämpfung führte zu der Konzeption, Exosomen möglicherweise als 
Impfstoff für klinische Anwendungen nutzen zu können (Chaput et al., 2003). 
Hinzu kommt, dass auch natürliche Killerzellen (NK-Zellen) Exosomen freisetzen, welche 
sowohl den Fas-Liganden (FasL) als auch Perforin enthalten (Fais, 2013). Diese Exosomen 
kontrollieren zum einen das Immunsystem und erhalten die Homöostase, können aber auch 
ihre zytotoxische Wirkung gegen Krebszellen einsetzen (Lugini et al., 2012). So konnten Zhu 
und Kollegen mit Exosomen aus NK-Zellen Melanomzellen bekämpfen (Zhu et al., 2017). 
Der Tumor hingegen versucht seinerseits mit der ausgiebigen Freisetzung von Exosomen 
dem Immunsystem zu entkommen. So führte der Ausstoß von Mikrovesikeln aus humanen 
Melanom- und Kolorektal-Karzinomzellen zur Differenzierung von Monozyten zu myeloiden 
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Suppressorzellen (MDSCs) und damit zu einer begünstigten Tumorprogression (Valenti et al., 
2007), da diese Zellen eine T-Zell-vermittelte Immunantwort verhindern (Srivastava et al., 
2010). 
Die Induktion von MDSCs resultiert aus den in tumorösen Exosomen enthaltenen   
Prostaglandin E2 (PGE2) und TGF-β, wobei MDSCs ihrerseits im Anschluss an die     
Exosomenaufnahme Zytokine wie IL-6 und VEGF produzieren (Xiang et al., 2009). 
Während VEGF als der Hauptvermittler von Angiogenese gilt (Carmeliet, 2005), ist die   
Studienlage von IL-6 nicht eindeutig. War man lange Zeit der Ansicht, dass IL-6 ebenfalls die 
Progression des Tumors vorantreibt, geben andere Untersuchungen auch Hinweise auf eine 
antitumorale Immunantwort (Fisher et al., 2014). In einer zu Xiang et al., 2009 ähnlichen 
Studie, konnte gezeigt werden, dass tumoröse Exosomen die Differenzierung von myeloiden 
Vorläuferzellen zu DCs verhinderten (Yu et al., 2007). IL-6 hatte dabei einen entscheidenden 
Einfluss auf die Differenzierung und korrelierte positiv mit der Effektivität der Inhibierung (Yu 
et al., 2007). 
Clayton und seine Mitarbeiter stellten zudem fest, dass humane tumoröse Exosomen TGF-β1 
wie auch Liganden für NKG2D beinhalten (Clayton et al., 2008). NKG2D ist ein Rezeptor, 
welcher u. a. NK-Zellen wie auch CD8-positive (CD8+) T-Zellen aktiviert (Bauer et al., 1999; 
Ogasawara und Lanier, 2005). Nach Inkubation mit diesen Vesikeln kam es bei NK-Zellen als 
auch (CD8+) T-Zellen zu einer spezifischen, oberflächlichen Herunterregulierung der 
NKG2D-Expression und infolgedessen zu einer Reduzierung der Effektorfunktionen (Clayton 
et al., 2008). In einer anderen Veröffentlichung zeigte dieselbe Arbeitsgruppe, dass Exoso-
men aus humanen Tumoren überdies die Suppressor-Eigenschaften von TReg-Zellen    
verstärken (Clayton et al., 2007).  
 
Dass Exosomen aus Tumoren nicht nur die Entwicklung von Immunzellen modulieren  
können, wurde von einer anderen Arbeitsgruppe demonstriert.  
Aus Prostatakrebszellen sekretierte Exosomen waren in der Lage, die Apoptose von akti-
vierten (CD8+) T-Zellen mittels FasL zu induzieren (Abusamra et al., 2005). Der apoptotische 
Zelltod wird dabei durch die Caspase-Aktivierung vermittelt und ist u. a. für die zulluläre  
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Homöostase und der Erhaltung immunprivilegierter Organe von großer Bedeutung (Waring 
und Müllbacher, 1999). Neben der pathologischen Form ist dieser Mechanismus bei einer 
Schwangerschaft essentiell, um eine Immuntoleranz gegenüber dem Fetus zu gewährleisten. 
In diesem Fall beinhalten Exosomen der mütterlichen Plazenta FasL und TRAIL, um die 
Apoptose von aktivierten Immunzellen einzuleiten (Stenqvist et al., 2013). 
 
In diesem Zusammenhang kann die natürliche Regulierung der Zelleliminierung auch zur 
therapeutischen Anwendung bei Tumorerkrankungen eingesetzt werden (Lemke et al., 2014). 
Mit TRAIL beladene Exosomen wurden in einem Modell der Arbeitsgruppe um Rivoltini   
genutzt, um Krebszellen zu töten und damit die Tumorprogression zu kontrollieren (Rivoltini et 
al., 2016). 
 
Tumorzellen ihrerseits versuchen via Exosomen den Zelltod zu unterbinden (Khan et al., 
2011; Valenzuela et al., 2015). 
So konnte u. a. bei der Untersuchung zur Bedeutung von Exosomen bezüglich der Regulie-
rung von Zellviabilität und Apoptose im Falle von Blasenkrebs demonstriert werden, dass 
Exosomen durch die Genaktivierung der ERK- und Akt-Signalwege die Apoptose der eigenen 
Tumorzellen verhindern (Yang et al., 2013). 
Neben der Manipulation von Immunzellen tragen tumoröse Exosomen auch anhand ihres 
proteomischen Profils unmittelbar zur Tumorprogression bei.  
In einer Studie zu fortgeschrittenen Ovarialkarzinomen identifizierte die Arbeitsgruppe um Yi  
in den entsprechenden Exosomen angiogenesefördernde Proteine wie MTA1, den    
Transkriptionsfaktor ATF2 und die Serin-Threonin-Kinasen ROCK1 und ROCK2 (Yi et al., 
2015).  
Dies lässt den Schluss zu, Exosomen als Biomarker zur klinischen Diagnose von Krankhei-
ten, insbesondere Krebs, nutzen zu können (Khan et al., 2012; Melo et al., 2015;     
Sandfeld-Paulsen et al., 2016).  
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Dass Exosomen auch bei Neugeborenen von Bedeutung sind, zeigt eine Studie von Zhou 
und Kollegen aus dem Jahr 2012. Die Arbeitsgruppe wies eine Vielzahl an in Exosomen     
verpackten, sehr stabilen microRNAs (miRNAs) in der Muttermilch nach, was die Vermutung 
nahelegt, dass diese über den Verdauungstrakt des Säuglings absorbiert werden und zur 
Entwicklung des Immunsystems beitragen (Zhou et al., 2012). 
 
Auch im Nervensystem können Exosomen, abhängig vom Status, unterschiedliche Rollen 
einnehmen. So besitzen sie neuroprotektive Eigenschaften (Wang et al., 2011) und werden 
für regulatorische Funktionen an den Synapsen und den interzellulären Austausch von 
Membranproteinen im Gehirn benötigt (Fauré et al., 2006).  
Auf Grund ihres Potentials, Proteine zu übertragen, sind Exosomen allerdings auch an neu-
rodegenerativen Erkrankungen wie Morbus Parkinson und Prionenerkrankungen beteiligt 
(Gangoda et al., 2015). Im Falle von Alzheimer kommt es zu einer extrazellulären Akkumula-
tion von phosphorylierten Tau-Proteinen, welche von den entsprechenden pathogenen Zellen 
via Exosomen sekretiert werden (Saman et al., 2012). 
 
Grundsätzlich lässt sich sagen, dass das Verständnis über die systemische Wirkungsweise 
von Exosomen und deren Zusammenwirken im Krankheitsfall in naher Zukunft für die medi-
zinische Entwicklung essentiell sein wird.  
Wie gezeigt, können je nach Herkunft Exosomen verschiedene Funktionen im Immunsystem 
einnehmen. Deshalb haben bei einer therapeutischen Behandlung nicht nur die intrinsischen, 
sondern auch die oberflächlichen Komponenten von Exosomen einen großen Einfluss auf 
den kurativen Erfolg.  
 
Bei wachsenden Inzidenzraten von Tumorerkrankungen angesichts steigender Lebenser-
wartungen, ergeben sich hier vielversprechende therapeutische Einsatzgebiete für Exoso-
men. 
Um das Potential der Exosomen ausschöpfen zu können, ist es jedoch wichtig deren Bioge-
nese und Zusammensetzung zu verstehen (Abbildung 2).  
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Abbildung 2: Graphische Darstellungen zur Beladung von Exosomen. Die Abbildungen zeigen 
beispielhaft wie sich Inhalt und Oberfläche von Exosomen während ihrer Generierung zusammen- 
setzen. 
A Für die Rekrutierung von Proteinen, Lipiden und RNS sind unterschiedliche Mechanismen verant-
wortlich. So kann über eine gezielte Manipulation bzw. durch das zu Nutze machen dieser Wege ein 
vermehrter Einbau eines gewünschten Produkts in Exosomen erzielt werden. (Schema aus Schekman, 
2015) 
B Die bei der Einstülpung der Zellmembran an Clathrin-überzogenen Vertiefungen membran-      
gebundenen Oberflächenproteine werden auf die Exosomenoberfläche unter Beibehaltung ihrer  
ursprünglichen Ausrichtung integriert. So können u. a. Proteine mit therapeutischer Wirksamkeit auf die 
Oberfläche von Exosomen transferiert werden. (Schema aus Théry et al., 2015) 
 
Durch die methodische Manipulation der entsprechenden Mechanismen (Abbildung 2) und 
der damit systematischen Modifizierung von Exosomen zur Nutzung dieser als potentielle 
Transportsysteme, ergeben sich für zahlreiche Indikationen Therapiemöglichkeiten.  
So konnte bereits ein Mechanismus zum vermehrten Einbau von mRNA in Mikrovesikel (MV) 
entschlüsselt werden (Bolukbasi et al., 2012). Eine denkbare Weiterführung hierzu wäre, die 
exosomale Übertragungsrate von Wirkstoffen zu optimieren. 
Um eine zielgerichtete Wirkung zu ermöglichen, könnte die Integrierung eines          
Chemokin-Liganden auf der exosomalen Oberfläche dazu genutzt werden, dass Exosomen 
auf die korrespondierenden Rezeptoren der entsprechenden Zellen treffen. Oder um den 
Liganden auf die Membran der Zielzelle zu konzentrieren und eine Chemotaxis von Immun-
zellen auszulösen. 
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Gepaart mit einer aktiven Substanz, die sowohl äußerlich als auch intrinsisch vorhanden sein 
kann, können Exosomen so effektiv auch zur Bekämpfung von Krebszellen eingesetzt  
werden.  
Ein möglicher Wirkstoff in diesem Zusammenhang wäre TIMP-1 (Tissue inhibitor of matrix 
metalloproteinase 1) mit seinen vielseitigen therapeutischen Einsatzmöglichkeiten, da es die 
Aktivität von Matrix-Metalloproteasen (MMP) inhibiert (Murphy, 2011; Lindsey et al., 2015), 
welche zum einen bei der Tumorprogression (Himelstein et al., 1994-1995; Gialeli et al., 
2011) und zum anderen bei chronischen Wunden (Caley et al., 2015) eine wichtige Rolle 
spielen. 
Da anscheinend GPI-Anker vermehrt in Exosomen integriert werden (López-Cobo et al., 
2016), könnten diese genutzt werden, um eine potentielle Menge an therapeutischen    
Proteinen auf die exosomale Oberfläche zu rekrutieren.  
Ein Fusionsprotein bestehend aus TIMP-1 und einem GPI-Anker, welches mittels Exosomen 
direkt an spezifischen Stellen der Haut appliziert werden würde, könnte dort Wundheilungs-
effekte hervorrufen, insbesondere dann, wenn die entsprechenden Exosomen ihren Ursprung 
aus mesenchymalen Stammzellen mit immunmodulatorischen bzw. kurativen Eigenschaften 
(Phinney und Pittenger, 2017) aufweisen.  
 
Die Möglichkeit, Exosomen sowohl in- als auch extrinsisch zu modifizieren, um unter ande-
rem deren Bioaktivität zu verstärken, hebt diese als vielfältige Therapeutika mit großem Po-
tential hervor. Auch, weil Exosomen nach ihrer Aufreinigung lange Zeit kryokonserviert wer-
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1.7 Ziele 
Exosomen rücken aktuell immer mehr in den Fokus der Medizin und stellen eine Möglichkeit 
zur zellfreien Therapie von Krebsleiden dar. 
Eine entscheidende Rolle spielt dabei der Kontakt zwischen Exosomen und Empfängerzellen. 
Aus diesem Grund war es Ziel dieser Arbeit, Exosomen zu charakterisieren und so zu modi-
fizieren, dass sie als zielgerichtetes Transportsystem zur verbesserten Übertragung eines 
therapeutischen Gens bzw. Proteins genutzt werden können. 
 
In dieser Arbeit galt es somit, Exosomen als Transportsystem von cytosolischen Proteinen zu 
verifizieren und folgende Fragestellungen zu beantworten: 
 
 Kann ein Lipidanker genutzt werden, um ein membrangebundenes Protein exosomal 
zu transferieren? 
 
 Welcher Lipidanker eignet sich zur exosomalen Übertragung eines membrangebun-
denen Proteins? 
 
 Ist eine Anreicherung der mRNA in Exosomen über eine „Zipcode“-like-Sequenz vali-
dierbar? 
 
 Kann eine Verbesserung des exosomalen Transportes durch zielgerichteten Transfer 
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C  Material und Methoden 
2  Material 
2.1 Zellen 
Bezeichnung Beschreibung Herkunft 
293T-Zellen 
Adhärente humane embryonale 
Nierenzellen (HEK-Zellen)  
mit "SV40 large T-Antigen" 
ATTC 
hMSCs 
Adhärente humane mesenchymale  
Stammzellen aus dem Knochenmark 
apceth 
HT1080-Zellen 






Zur Verfügung gestellt von Prof. 
Dr. Hinrich Abken, Uniklinik Köln 
L87/4-Zellen 
Adhärente humane Fibroblas-
ten-ähnliche Stromazelllinie aus dem 
Knochenmark 
Zur Verfügung gestellt von Prof. 
Dr. Peter J. Nelson, LMU 
 
2.2 Bakterien 
Stamm Genotyp Firma 
One Shot Stbl3 Chemi-
cally Competent E. coli 
F-mcrB mrrhsdS20(rB-, mB-) recA13 
supE44 ara-14 galK2 lacY1 proA2 
rpsL20(StrR) xyl-5 λ-leumtl-1 
Thermo Fisher Scientific 
Stellar Competent Cells 
F–, endA1, supE44, thi-1, recA1, 
relA1, gyrA96, phoA, Φ80d lacZΔ 
M15, Δ (lacZYA - argF) U169, Δ 
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2.3 Medien 
2.3.1 Kultivierung von Bakterien 
Bezeichnung Firma 
Circlegrow Medium MP Biomedicals 
LB-Agar-Medium Genaxxon bioscience 
SOC Outgrowth Medium New England Biolabs 
 
2.3.2 Herstellung retroviraler Überstände 
Bezeichnung Medium Supplemente 
Chloroquin-Medium DMEM high glucose 
+ 10 % FBS  
+ 25 µM Chloroquin 
 
2.3.3 Kultivierung von Zellen 
Bezeichnung Medium Supplemente 
293T-Medium DMEM high glucose/EMEM + 10 % FBS 
Bio-1-Medium apceth firmeneigenes Zellkulturmedium für hMSCs 
HT1080-Medium EMEM + 10 % FBS 
Jurkat-Medium RPMI 1640 
+ 10 % FBS  
+ 1% GlutaMAX-I 
Kryokonservierung  
Einfriermedium 
FBS + 10 % DMSO 
L87/4-Medium RPMI 1640 
+ 10 % FBS  
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2.5 Restriktionsenzyme 
Enzym Verdünnung Puffer Firma 
BamHI-HF 1:20 – 1:100 CutSmart New England Biolabs 
BspEI 1:20 3.1 New England Biolabs 
DrdI 1:100 CutSmart New England Biolabs 
HindIII-HF 1:20 – 1:100 CutSmart New England Biolabs 
NcoI 1:20 – 1:100 3.1 + CutSmart New England Biolabs 
NotI-HF 1:10 – 1:20 CutSmart New England Biolabs 
PacI 1:20 – 1:100 CutSmart New England Biolabs 
SacI-HF 1:100 CutSmart New England Biolabs 
XhoI 1:100 CutSmart New England Biolabs 
 
2.6 Primer 




5'- GCC AAG CAA GGC 





5'- GGC TGT GCC GAA 
GTA GAT TC -3' 
VCN Metabion 
#142 
WPRE (Roche) rev 
(reverse) 
5'- AAA GAG ACA GCA 





5'- ATG ACC GAG TAC 
AAG CCC AC -3' 
Sequenzierung 





5'- AAC CTG CCC TTC 
TAC GAG C -3' 
Sequenzierung 





5'- GCT ATT GCT TCC 





5'- GTC TTG TCT GCT 
GCA GCA TCG -3' 
Sequenzierung 





5'- CCG TCT TTT GGC 







5'- AAC CAC TAC CTG 
AGC ACC CAG T -3' 
Sequenzierung 





5'- CCC CCG TCT GAA 
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#326 Zipcode forward #168 
5'- ACC GTC CGG ATT 
AAT TAA AAT TCC TGC 
AGT GCC CCT CTC C -3' 
Klonierung Metabion 
#327 Zipcode reverse #168 
5'- GCT CGA ATT CGG 
ATC ACA GGC GGA GTC 
CAG GCG GCA GGG 
TCG CGG CCG CGT 
CAT CAG G -3' 
Klonierung Metabion 
#329 
Primer B (F1_FW) 
(forward) 
5'- GGT AAA GCC ACC 
ATG GCC CCC TTT GAG 
CCC CTG G -3' 
Klonierung Metabion 
#329 
Primer B (F1_FW) 
(forward) 
5'- GGT AAA GCC ACC 
ATG GCC CCC TTT GAG 
CCC CTG G -3' 
Sequenzierung 
#233, #234, #235 
Metabion 
#330 
Primer B (F1_RV) 
(reverse) 
5'- TTT TAA TTA ATC 
CGG ACT ATA ATA CAT 
TCA TAT ACA GC -3' 
Klonierung Metabion 
#331 
Primer C (F1_FW) 
(forward) 
5'- TGT ATT ATA GTC 
CGG GCC CCT CTC CCT 
CCC CCC -3' 
Klonierung Metabion 
#331 
Primer C (F1_FW) 
(forward) 
5'- TGT ATT ATA GTC 
CGG GCC CCT CTC CCT 





Primer C (F1_RV) 
(reverse) 
5'- AGT AGC TCC GCT 
TCC GGC GCC AGG 
CTT TCT GGT -3' 
Klonierung Metabion 
#334 
#233Primer C (F2_RV) 
(reverse) 
5'- TTC GGA TCC GCG 
GCC TTA CTT GTA CAG 
CTC GTC C -3' 
Klonierung Metabion 
#335 
#234Primer C (F2_RV) 
(reverse) 
5'- GGC AGG GTC GCG 
GCC TTA CTT GTA CAG 





5'- GCC TTT ACC GAC 







5'- TCC CCG ACA CCG 





Primer C (F2_FW)_2 
(forward) 
5'- GGA AGC GGA GCT 





5'- GGC TTC CAA AGC 







5'- ACA AGT ACG ACC 









5'- CCT GGA ACA GCC 
TGA GCT TA -3' 
Sequenzierung 





5'- GTC CAG GAG CGC 
ACC ATC TT -3' 
Sequenzierung 
#230, #233, #234 
Microsynth 
#391 GAPDH-forward 
5'- GAA GGT GAA GGT 
CGG AGT -3' 
RT-qPCR Metabion 
#392 GAPDH-reverse 
5'- GAA GAT GGT GAT 
GGG ATT TC -3' 
RT-qPCR Metabion 
#393 EGFP-forward 
5'- CCT GAA GTT CAT 
CTG CAC CA -3' 
RT-qPCR Metabion 
#394 EGFP-reverse 
5'- GGT CTT GTA GTT 
GCC GTC GT -3' 
RT-qPCR Metabion 
LightCycler-Sonden 
Nummer Bezeichnung Sequenz Anwendung Firma 
#63 UPL firmeneigen VCN Roche 
#187 FVII Probe 
5'- Yakima Yellow – AGG 





2.7.1 Western Blot 
Bezeichnung Puffer Supplemente 
Blockpuffer PBST-Waschpuffer + 5 % Blotting-Grade Blocker 
Laufpuffer Tris/Glycin-Puffer + 0,1 % SDS 
PBST-Waschpuffer PBS + 0,1 % Tween 
Probenpuffer 2x 2x Laemmli-Probenpuffer - 
Probenpuffer 10x Tris/HCl, pH 6,8 
+ 20 % SDS 
+ 10 % Glycerin 
+ 1 % Bromphenolblau 
+ 10 % 2-Mercaptoethanol (reduzierend) 
Transferpuffer Tris/Glycin-Puffer + 20 % Methanol 
 
 








Bezeichnung Anwendung Verdünnng Klon Firma 
Mouse Anti-Human c-Myc PE FACS 1:10 9E10 R&D Systems 
Mouse Anti-Human TIMP-1 
Alexa Fluor 647 
FACS 1:40 63515 Novus Biologicals 
Mouse Anti-Human CD63 
FITC 
FACS 1:5 H5C6 BD Pharmingen 
Mouse Anti-Human CD63 WB 1:250 Ts63 Thermo Fisher 
Mouse Anti-Human CD63 APC FACS 1:20 H5C6 BioLegend 
Mouse Anti-Human CD81 APC FACS 1:5 JS-81 BD Pharmingen 
Mouse Anti-Human CD81 WB 1:250 M38 Thermo Fisher 
Mouse Anti-Human CD9 WB 1:500 Ts9 Thermo Fisher 
Mouse Anti-Human CD9 APC FACS 1:20 M-L13 BD Biosciences 
Mouse Anti-Human c-Myc 
Alexa Fluor 647 
FACS 1:20 9E10 R&D Systems 
Mouse Anti-Human CXCL10 Blockade 1:50 33036 R&D Systems 
Mouse Anti-Human CXCR3 PE FACS 1:10 49801 R&D Systems 
Mouse Anti-Human TIMP-1 PE FACS 1:10 63515 R&D Systems 
Mouse IgG1 Isotype APC FACS 1:5 MOPC-21 BD Pharmingen 
Mouse IgG1 Isotype 
Alexa Fluor 647 
FACS 1:20 MOPC-21 BioLegend 
Mouse IgG1 Isotype PE FACS 1:20 MOPC-21 BioLegend 
Mouse-Anti-TIMP-1 Ab 2 WB 1:500 102D1 Thermo Scientific 
Rabbit Anti-Actin WB 1:1000 Polyklonal Sigma-Aldrich 
Rabbit Anti-GFP WB 1:1000 Polyklonal Abcam 
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Sekundäre Antikörper 
Bezeichnung Anwendung Verdünnung Klon Firma 
Goat Anti-Rabbit IgG  
Peroxidase 
WB 1:10.000 Polyklonal Sigma-Aldrich 
Rabbit Anti-Mouse IgG  
Peroxidase 




1 kb O’GeneRuler  Thermo Scientific 
100 bp O’GeneRuler Fermentas 
2-Mercaptoethanol 99 % Roth 
50x TAE Buffer Genaxxon bioscience 
6x Orange DNA Loading Dye  Fermentas  
6x Purple Gel Loading Dye  New England Biolabs 
Agarose SeaKem LE Lonza 
Alkaline Phosphatase, Calf Intestinal (CIP) New England Biolabs 
Ampicillin [100 mg/mL] Genaxxon bioscience 
BD Cytofix/Cytoperm BD Biosciences 
BD Perm/Wash BD Biosciences 
Blasticidin S HCl Gibco 
Blotting-Grade Blocker Bio-Rad 
Bromphenolblau Roth 
Chloroquine diphosphate salt ≥98 % Sigma-Aldrich 
Circlegrow Powder MP Biomedicals 
Clarity Western ECL Substrate Bio-Rad 
CloneAmp HiFi PCR Premix Clontech 
Coomassie Bio-Safe G-250 Stain Bio-Rad 
DMSO  WAK-Chemie  
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Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) high glucose Biochrom 
Eagle's Minimum Essential Medium (EMEM) ATCC 
Ethanol ≥99,8 % Roth 
Ethanol 70 % vergällt  Roth  
FBS Biochrom  
GlutaMAX-I (100X) Gibco 
Glycerin ROTIPURAN ≥99,5% Roth 
Halt Protease & Phosphatase Inhibitor Cocktail (100X) Thermo Scientific 
HEPES Buffer Solution [1 M] Gibco 
Human Genomic DNA Promega 
Hygromycin B Roche 
Laemmli Sample Buffer 2x Bio-Rad 
LB-Agar Powder [40 g/L] Genaxxon bioscience 
LB-Medium Powder [40 g/L] Genaxxon bioscience 
LightCycler 480 Probes Master Roche 
LightCycler 480 SYBR Green I Master Roche 
Methanol ROTIPURAN ≥99,9 % Roth 
M-PER Mammalian Protein Extraction Reagent Thermo Fisher 
Oligo d(T)16 [50 µM] Invitrogen 
PBS 10x Bio-Rad 
PCR Clean Minerva Biolabs 
peqGREEN  peqLab 
Phosphate buffered saline (PBS)  Biochrom  
Poly-L-lysine solution 0,01% Sigma-Aldrich 
Ponceau S solution Sigma-Aldrich 
Precision Plus Protein Dual Color Standard Bio Rad 
Puromycin dihydrochloride (Streptomyces alboniger) [10 mg/mL] Sigma-Aldrich 
RNaseOUT Recombinant Ribonuclease Inhibitor Invitrogen 
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SDS 20 % Roti-Stock Roth 
SOC Outgrowth Medium BioLabs 
Tris Bio-Rad  
Tris/Glycine buffer 10x Bio-Rad 
Trypan Blue Solution 0,4 % Sigma-Aldrich 
TrypLE Select 1x Gibco  
Tween 20 Solution 10 % Bio-Rad 
Vybrant DiI Cell-Labeling Solution Thermo Fisher 




Calcium Phosphate Transfection Kit Sigma-Aldrich 
Clarity Western ECL Substrate Bio-Rad 
CompactPrep Plasmid Midi Kit Qiagen 
DNeasy Blood & Tissue Kit Qiagen 
Exo-Flow Capture Kit  System Biosciences 
Exo-spin Exosome Purification Kit Cell Guidance Systems 
GeneJET Plasmid Miniprep Kit Thermo Fisher Scientific 
In-Fusion HD Cloning Kit Clontech 
MultiSite Gateway Pro Kit Invitrogen 
NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Clontech 
Omniscript RT Kit Qiagen 
Pierce BCA Protein Assay Kit Thermo Fisher Scientific 
Plasmid Plus Midi Kit Qiagen 
QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen 
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen 
Quick Ligation Kit New England Biolabs 
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Total Exosome Isolation Reagent (from cell culture media) Invitrogen 
Total Exosome RNA & Protein Isolation Kit Invitrogen 




12% Mini-PROTEAN TGX Stain-Free Protein Gels, 10 well, 50 µl Bio-Rad 
Aufbewahrungsflaschen 500 mL Corning 
Combitips advanced 10 mL Eppendorf 
Einmalspritze 20 mL B. Braun 
Einmalspritze 50 mL Ecoject 
Einwegzählkammer C-Chip Digital Bio 
FACS-Röhrchen Corning 
Kimtech Science Precision Wipes Kimberly-Clark 
Kryoröhrchen 2 mL Corning 
LightCycler 480 Multiwell Plate 96, white Roche 
Mikrozentrifugenreaktionsgefäße 1,5 mL, 2 mL Eppendorf 
Parafilm  Bemis 
Petrischalen 10 cm Corning 
Pipettenspitzen 10 μL OneTouch Barrier Sorenson BioScience 
Pipettenspitzen für Multistepper-Pipette 10 mL Eppendorf 
Pipettenspitzen mit Filter 10 μL, 20 μL, 100 μL, 200 μL, 1000 μL Greiner Bio-One 
Precision Plus Protein Dual Color Standards Bio-Rad 
Prot/Elec Tips Bio-Rad 
PVDF Immun-Blot membrane for protein blotting Bio-Rad 
Reaktionsgefäße 1,5 mL, 2 mL Eppendorf 
Reaktionsgefäße für PCR 0,2 mL Kisker Biotech 
Spritzenfiltervorsätze, Sterilfilter 0,2 µm Sartorius  
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Spritzenfiltervorsätze, Sterilfilter 0,45 µm Sartorius 
Spritzenfiltervorsätze, Sterilfilter 0,45 µm Millex-HP 
Stripetten 2 mL, 5 mL, 10 mL, 25 mL, 50 mL Corning 
Trans-Blot Mini Filter Paper Bio-Rad 
Vakuumpumpenfilter, Sterilfilter 0,2 µm Sartorius 
Zählkammer C-Chip NanoEnTek 
Zellinkubationsröhrchen 14 mL Greiner Bio-One 
Zellkulturflaschen T-25, T-75, T-175, T-225 Corning 
Zellkulturplatten 6-Well, 24-Well, 96-Well Corning 
Zentrifugenröhrchen 15 mL, 50 mL Corning 
Zentrifugenröhrchen 50 mL (geeignet für 20.000 x g)  Loboglob 
 
2.12 Geräteliste 
Gerätetyp Bezeichnung Firma 
Analysenwaage ALS-160-4A Kern & Sohn 
CO2-Inkubator MCO-20AIC Sanyo 
CO2-Inkubator Heraeus BBD6220 Thermo Scientific 
DNS-/RNS-UV-Reinigungsbox UVC/T-M-AR Biosan 
Durchflusszytometer Cytomics FC 500 Beckman Coulter 
Einfriercontainer Mr. Frosty Thermo Scientific 
Eismaschine ZBE 30-10 Ziegra 
Elektroporator Neon Transfection System Thermo Scientific 
Fluoreszenzmikroskop DMI6000 B Leica Microsystems 
Geldokumentationsanlage UviproChemi Biometra 
Gelelektrophoresekammer Sub-Cell GT Bio-Rad 
Gelelektrophoresekammer Mini-Sub-Cell GT Bio-Rad 
Gelelektrophoresekammer Mini-PROTEAN Tetra System Bio-Rad 
Gelgießanlage Gel Caster Bio-Rad 
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Gelschale 
Sub-Cell GT UV-Transparent 
Gel Tray 
Bio-Rad 
Inverses Mikroskop DM IL Leica Microsystems 
Kamera Fluoreszenzmikroskop DFC340 FX Leica Microsystems 
Kleinschüttler MS2  IKA 
Lichtquelle Fluoreszenzmikroskop EL6000 Leica Microsystems 





Membranpumpe Laboport N811KN.18 KNF 
Multistepper-Pipette Multipette plus Eppendorf 
Nanopartikel Tracking-Analysator ZetaView PMX 110 Particle Metrix 
Nanopartikel Tracking-Analysator NanoSight NS300 Malvern Instruments 
Nanophotometer NanoPhotometer Pearl Implen 
Objektiv Fluoreszenzmikroskop 
HCX PL Fluotar 10x/0.30 
PH1 (506507) 
Leica Microsystems 
Objektiv Inverses Mikroskop 10x/0.22 HI PLAN I (506263) Leica Microsystems 
Objektiv Inverses Mikroskop 20x/0.30 HI PLAN I (506264) Leica Microsystems 
Pipetten Pipetman Gilson  
Pipetten Reference Eppendorf 
Pipetten Research plus Eppendorf 
Pipettierhilfe Pipetboy acu Integra 
Platten-Photometer Reader Infinite 200 PRO Tecan 
Platten-Photometer Spark 10M Tecan 
Plattformschüttler Duomax 1030 Heidolph 
Präzisionswaage EW 600 2M Kern & Sohn  
qPCR-Gerät LightCycler 480 II Roche 
Schüttelinkubator + Inkubatorhaube KS-15 Control + TH 15 Edmund Bühler 
Spannungsgerät Gelelektrophorese PowerPac Basic Bio-Rad 
Standautoklav (vertikal) Systec VX-65 Systec 
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Sterile Werkbank Herasafe HS12 Heraeus Kendro 
Sterile Werkbank Herasafe HS15 Heraeus Kendro 
Taumelschüttler GyroMini Labnet 
Thermomixer Compact 5350 Eppendorf 
Thermomixer BioShake iQ Q.Instruments 
Thermozykler TProfessional Basic Biometra 
Tischabzug Systemkanal 165/93 Wesemann 
Transferkammer Western Blot Mini Trans-Blot Cell Bio-Rad 
Vakuumkollektor QIAvac 24 Plus Qiagen 
Vortexmischer Vortex-Genie 2 Scientific Industries 
Vortexmischer Bio Vortex V1 Kisker Biotech 
Wärmeschrank Heraeus Function Line Thermo Scientific 
Wasserbad WNB 14 Memmert 
Zentrifuge Heraeus Fresco 21 Thermo Scientific 
Zentrifuge 5810R Eppendorf 
Zentrifuge Heraeus Megafuge 11R Thermo Scientific 















ImageJ Wayne Rasband (NIH) 
In-Fusion Tool Clontech (Website) 
Kaluza Analysis 1.3 Beckman Coulter 
Leica Application Suite X (LAS X) Leica Microsystems 
LightCycler 480 Software, Version 1.5 Roche 
NTA 3.2 Dev Build 3.2.16 Malvern Instruments 
Oligonucleotide Properties Calculator Metabion (Website) 
SeqBuilder Lasergene 12 DNASTAR 
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3   Methoden 
3.1  Kultivierung von Bakterien 
3.1.1 Herstellung von Selektionsagarplatten 
Es wurden 40 g LB-Agar Powder in eine 1 L Laborglasflasche eingewogen und mit 1 L 
VE-Wasser vermischt. Anschließend wurde die Flasche autoklaviert. Nachdem die Flasche 
auf unter 50 °C abgekühlt war, wurde dem LB-Agar Ampicillin zugefügt und auf eine    
Endkonzentration von 100 µg/mL eingestellt. 
Pro Petrischale mit einem Durchmesser von 10 cm wurden ca. 20 mL Selektionsagar einge-
füllt. Nachdem die gegossenen Selektionsplatten erkaltet waren, wurden diese bei 4 °C in 
einem Plastikbeutel bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt. 
 
3.1.2 Herstellung von Selektionsmedium 
Es wurden 40 g LB-Medium Powder bzw. Circlegrow Powder in eine 1 L Laborglasflasche 
eingewogen, mit 1 L VE-Wasser gemischt und anschließend autoklaviert. Vor Selektion einer 
E. coli-Kultur wurde die benötigte Menge an Medium mit Ampicillin auf eine finale Konzentra-
tion von 100 µg/mL eingestellt. 
 
3.1.3 Inokulation und Mini-Kultivierung 
Zur Inokulation einer E. coli-Mini-Kultur wurde ein Klon mittels 10 µL-Pipettenspitze von der 
Selektionsagarplatte gepickt und die Pipettenspitze in ein Zellinkubationsröhrchen mit 1 mL 
bis 3 mL LB- bzw. reichhaltigerem Circlegrow-Selektionsmedium transferiert.  
Die Kultivierung des Klons erfolgte im Schüttelinkubator bei 225 rpm und 37 °C, bis eine 
milchige Trübung auf Grund des Bakterienwachstums im Medium auftrat. 
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3.1.4 Inokulation und Midi-Kultivierung 
Zur Inokulation einer E. coli-Midi-Kultur wurden 100 µL einer Mini-Kultur in 50 mL 
LB-Selektionsmedium mit einer Ampicillinkonzentration von 100 µg/mL injiziert. Die Inkuba-
tion der Kultur erfolgte im Schüttelinkubator für 16 h bei 225 rpm und 37 °C. 
 
3.2 Zellbiologische Methoden 
3.2.1 Kultivierung von Zellen 
Zellen wurden in Zellkulturflaschen bzw. –platten bei einer Temperatur von 37 °C, 95 % 
Luftfeuchtigkeit und einer Atmosphäre von 5 % Kohlenstoffdioxid in für die Zellen entsprech- 
enden Medien kultiviert. Bei einer maximalen Konfluenz von 90 % wurden die Zellen gesplit-
tet. Alle verwendeten Zellkulturen waren frei von Mykoplasmen. 
 
3.2.2 Passagieren von Zellen 
Beim Passagieren von Suspensionszellen wurden die Zellen für 5 min bei max. 600 x g und  
18 °C zentrifugiert, das Zellpellet im entsprechenden Medium resuspendiert und in einem 
neuen Kulturgefäß ausgesät. 
Handelte es sich um adhärente Zellen, so wurde zunächst der Überstand der Zellkultur ab-
genommen und der Zellrasen mit PBS gewaschen. Anschließend wurden die Zellen mit vor-
gewärmten TrypLE Select 1x im Brutschrank solange inkubiert, bis diese sich durch leichtes 
Klopfen gegen das Zellkulturgefäß ablösten. Die erhaltene Zellsuspension wurde mit min-
destens dem gleichen Volumen an serumhaltigem Medium zur Neutralisierung des TrypLE 
Select 1x vermischt und mittels Stripette resuspendiert, um Zellverklumpungen aufzuschlie-
ßen. Anschließend wurden die Zellen analog zu Suspensionszellen sedimentiert und mit dem 
geeigneten Medium ausgesät. 
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3.2.3 Bestimmung der Zellzahl 
Die Anzahl an Zellen wurde mit Hilfe von C-Chip Einweg-Zählkammern festgestellt. Um die 




 Selektion transduzierter HT1080-Zellen 
Die Selektion der transduzierten HT1080-Zellen erfolgte drei Tage nach deren Transduktion. 
Dazu wurde HT1080-Medium mit Puromycin Dihydrochlorid auf eine Konzentration von       
5 µg/mL eingestellt und die entsprechenden Zellen darin selektiert. 
 
 Selektion transfizierter L87/4 -Zellen 
L87/4_IP-10_FramycPi_sGFP_ZIP-Zellen wurden vor dem Einfrieren mit L87/4-Medium, 
welches mit Blasticidin S HCl und Hygromycin B versetzt wurde, kultiviert. 
 
3.2.5 Herstellung eines Zell-Batches 
Zur Herstellung eines Zell-Batches wurden die entsprechenden Zellen in Zellkulturflaschen in 
CO2-Inkubatoren unter den beschriebenen Zellkulturbedingungen (s. 3.2.1) expandiert. Bei 
einer ausreichend hohen Zelldichte wurden die Zellen gesplittet und zu 5 x 106 Zellen je 1 mL 
Einfriermedium aliquotiert und kryokonserviert.  
Bei der Generierung einer Population transduzierter Zellen fand die Expansion der Zellen im 
Selektionsmedium statt. Die Expression des Transgens wurde dabei während der Expansion 
als auch vor dem Einfrieren der Zellen mittels Durchflusszytometer gemessen. 
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3.2.6 Kryokonservierung von Zelllinien 
Zelllinien wurden in einem Gemisch aus 90 % FBS und 10 % DMSO resuspendiert und in 
Kryoröhrchen für mindestens vier Stunden bei -80 °C in einem Einfriercontainer gelagert, 
bevor sie in einem Stickstofftank bei -196 °C kryokonserviert wurden. 
 
3.2.7 Auftauen von Zellen 
Eingefrorene Zellen wurden im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut, resuspendiert und in ein mit 
entsprechendem Medium vorgelegtes Zentrifugenröhrchen überführt. Nach 5-minütiger  
Zentrifugation der Zellsuspension bei 300 x g und 18 °C wurde der Überstand verworfen, das 
Zellpellet in einer geeigneten Menge Medium resuspendiert und ausgesät. 
 
3.2.8 Inkubation von Zellen mit Exosomen 
5 x 104 Suspensionszellen pro Kavität einer 24-Well-Zellkulturplatte wurden mit 300 µL einer 
auf 500 µg/mL Proteinkonzentration verdünnten, in RPMI 1640 gelösten Exosomensuspen-
sion für 6 h kultiviert. 
Bei adhärierenden Zellen wurden dieselbe Anzahl an Zellen zunächst in 500 µL EMEM +   
10 % FBS pro Kavität einer 24-Well-Zellkulturplatte über Nacht im Brutschrank inkubiert und 
nach Abnahme des Mediums entsprechend den Suspensionszellen mit in EMEM gelösten 
Exosomen kultiviert. 
 
3.2.9 Blockieren des Liganden CXCL10 
Zur Neutralisierung des IP-10-Liganden von L87/4_TF#110-Exosomen wurden vor     
Durchführung der Versuche zur Übertragung von Exosomen auf Jurkat-Zellen 3 µg            
anti-CXCL10-Antikörper mit 150 µg Exosomen in 300 µL RPMI 1640 vermischt. 
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3.3 Gewinnung von Exosomen 
3.3.1 Aussaat der Zellen 
Vor Aufreinigung von Exosomen aus Zellkulturüberständen wurden 5 x 106 Zellen aus einem 
angelegten Batch in vier T225-Zellkulturflaschen mit jeweils 50 mL Medium ausgesät. Bei 
einer maximalen Konfluenz von 90 % wurde das Zellkulturmedium abgenommen und nach 
zweimaligem Waschen der Zellen mit PBS durch 15 mL serumfreies Medium pro Flasche 
ersetzt. Anschließend wurden die Zellen für weitere zwei bzw. drei Tage inkubiert und die 
Überstände danach gepoolt. 
 
3.3.2 Aufreinigung von Exosomen aus dem Zellkulturüberstand 
Um abgelöste Zellen aus dem Überstand zu entfernen, wurde dieser zunächst für 10 min bei  
4 °C und 300 x g zentrifugiert und durch einen Filter mit einer Porengröße von 0,45 µm   
gedrückt. 
Die Entfernung von Zelltrümmern erfolgte durch eine 30-minütige Zentrifugation bei 4 °C und 
20.000 x g und eine darauffolgende Filtration des Überstandes durch eine Membran mit einer 
Porengröße von 0,2 µm. 
Anschließend wurde der Überstand mit Total Exosome Isolation Reagent vermengt und auf 
einem Schüttler bei 4 °C über Nacht gemischt. Die Menge an zugesetztem Total Exosome 
Isolation Reagent entsprach dabei der Hälfte des Überstandvolumens. 
Nach einer 90-minütigen Zentrifugation bei 4 °C und 10.000 x g konnte das Exosomenpellet 
in PBS für die weiteren Analysen bzw. im serumfreien Medium für Transfer-Versuche resus-
pendiert und in 1,5 mL bzw. 2 mL Reaktionsgefäße aliquotiert werden. 
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3.4 Biochemische Methoden 
3.4.1 Herstellung von Zelllysaten 
Nach Ernte von Exosomen wurden die Zellen mit PBS gewaschen und für 5 min bei 500 x g 
und 4 °C zentrifugiert. Nachdem der Überstand verworfen und das Zellpellet in PBS resus-
pendiert wurde, wurden die Zellen für 10 min bei 2500 x g und 4 °C erneut zentrifugiert. Das 
Zellpellet wurde daraufhin in ein mit Protease- und Phosphataseinhibitor versetztes       
Lyse-Reagenz aufgenommen und für 10 min bei RT sanft geschüttelt. Nach einer 
15-minütigen Zentrifugation bei 4 °C und 14.000 x g wurde der Proteingehalt des Überstan-
des mittels Nanophotometer bestimmt und das Zelllysat bei -80 °C eingefroren. 
 
3.4.2 Bestimmung der Proteinkonzentration mittels BCA 
Die quantitative Proteinbestimmung mittels Pierce BCA Protein Assay Kit wurde gemäß den 
Anweisungen des Herstellers in einer 96-Well-Zellkulturplatte durchgeführt. Die Messung der 
Proben erfolgte mit Hilfe eines Plattenphotometers bei 562 nm. 
 
3.5 Molekularbiologische Methoden 
3.5.1 Klonierungsarbeiten 
Die Klonierungsarbeiten bei der Generierung der Plasmide #230, #231, #232, #233, #234 und 
#235 wurden mittels In-Fusion HD Cloning Kit durchgeführt. Dabei können linearisierte 
DNS-Fragmente über homologe Rekombination in einen Vektor eingefügt werden.  
Wichtig hierzu ist, dass das entsprechende Insert zu beiden Seiten Überhänge von jeweils   
15 bp aufweist, welche mit den Enden des linearisierten Ziel-Vektors übereinstimmen. Diese 
Überhänge können über Vorwärts- und Rückwärts-Primer in einer PCR-Amplifikation gene-
riert werden. Um mehrere DNS-Sequenzen von Interesse in einen Vektor zu klonieren, kön-
nen diese davor fusioniert werden. 
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 Klonierung der Konstrukte #230, #231 und #232 
Die Klonierungsarbeiten wurden mittels In-Fusion HD Cloning Kit durchgeführt. Die Zusam-
mensetzung der Klonierungsreaktionen für die Konstrukte #230, #231 und #232 ist in Tabelle 
1 aufgeführt. Das Reaktionsgemisch wurde anschließend für 15 min bei 50 °C in einem 
Thermomixer inkubiert. 
 
Reagenz Volumen [µL] Konzentration 
5x In-Fusion HD Enzyme Premix 2 1x 
Linearisierter Vektor entsprechend 50 ng 
Aufgereinigtes PCR-Fragment entsprechend 50 ng 
H2O (PCR-geeignet) auf 10 µL auffüllen  
Reaktionsvolumen 10  
Tabelle 1: Reagenzien für die Klonierungsreaktionen der Konstrukte #230, #231 und #232  
mittels In-Fusion HD Cloning Kit. 
 
 Klonierung der Konstrukte #233 und #234 
Die für die In-Fusion-Klonierung der Konstrukte #233 und #234 benötigten Mengen an auf-
gereinigten PCR-Fragmenten und dazugehöriger Vektor-DNS wurden mittels In-Fusion Molar 
Ratio Calculator berechnet. Bei der Berechnung wurden zum einen die Längen der 
PCR-Produkte sowie der Vektoren berücksichtigt und zum anderen das molare Verhältnis von 
PCR-Fragment zu Vektor mit 2:1 angegeben. 
Die Zusammensetzung der Klonierungskomponenten für die Konstrukte #233 und #234 ist in 
Tabelle 2 aufgeführt. 
Da das gemeinsame Volumen von linearisiertem Vektor und aufgereinigtem PCR-Fragment 
in beiden Fällen über 7 µL betrug, wurde hier das Gesamtreaktionsvolumen auf 20 µL erhöht 
und dementsprechend die doppelte Menge an 5x In-Fusion HD Enzyme Premix eingesetzt. 
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Reagenz Volumen [µL] Konzentration 
5x In-Fusion HD Enzyme Premix 4 1x 
Linearisierter Vektor entsprechend In-Fusion Molar Ratio Calculator 
Aufgereinigtes PCR-Fragment entsprechend In-Fusion Molar Ratio Calculator 
H2O (PCR-geeignet) auf 20 µL auffüllen  
Reaktionsvolumen 20  
Tabelle 2: Reagenzien für die Klonierungsreaktionen der Konstrukte #233 und #234 mittels 
In-Fusion HD Cloning Kit. 
 
3.5.2 Dephosphorylierung von 5´-DNS-Fragmentenden 
Vor der Ligationsreaktion erfolgte die Dephosphorylierung von 5´-DNS-Fragmentenden mittels 
Alkaline Phosphatase, Calf Intestinal (CIP). 
 
3.5.3 Ligation 
Die Ligation von DNS-Segmenten wurde mit Hilfe des Quick Ligation Kits durchgeführt. Dabei 
wurden 50 ng an Vektor eingesetzt und ein 5-facher molarer Überschuss des Inserts im 
Verhältnis zum Vektor festgelegt. Die dabei für die Ligation verwendete Menge an Insert 
ergab sich aus folgender Formel: 
 
𝑚I =




mI = Menge an einzusetzenden Insert [ng] 
lI = Länge des Inserts [bp] 
mV = Menge an eingesetzten Vektor [ng] 
FI/V = Faktor an molarem Überschuss des Inserts im Verhältnis zum Vektor 
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3.5.4 Transformation 
Die Transformation der DNS in Bakterienzellen wurde mit Hilfe von Stellar Competent Cells 
durchgeführt. Dazu wurden diese in einem Eisbad aufgetaut und 50 µL der kompetenten 
Zellen mit 2,5 µL (aus Rekombinationsansatz) bzw. 5 µL (aus Ligationsansatz) der zu trans-
formierenden DNS vermischt. Das Gemisch wurde für 30 min auf Eis gelegt und anschlie-
ßend für 60 s bei 42 °C im Thermomixer hitzegeschockt. Nach 2-minütiger Abkühlung auf Eis 
wurde das Gemisch mit SOC Outgrowth Medium auf ein finales Volumen von 500 µL aufge-
füllt und im Schüttelinkubator für 1 h bei 225 rpm und 37 °C inkubiert. Schließlich wurden 
unterschiedliche Mengen der Kultur mittels sterilem Drigalskispatel auf Selektionsagarplatten 
ausgestrichen und bei 37 °C über Nacht im Wärmeschrank inkubiert. 
 
3.5.5 Retransformation 
5 µL der aus E. coli präparierten Plasmide wurden zur Sicherung bei -20 °C eingefroren. 
Bei einer Retransformation wurden 10 ng der Plasmid-DNS mit 50 µL One Shot Stbl3  
Chemically Competent E. Coli für 30 min auf Eis inkubiert. Das Gemisch wurde daraufhin für 
45 s bei 42 °C im Thermomixer hitzegeschockt und anschließend für 2 min auf Eis inkubiert. 
Nach Zugabe von 250 µL SOC Outgrowth Medium wurde die Kultur im Schüttelinkubator für  
1 h bei 37 °C und 225 rpm bebrütet und anschließend in unterschiedlichen Mengen mittels 
sterilem Drigalskispatel auf Selektionsagarplatten ausgestrichen und bei 37 °C über Nacht im   
Wärmeschrank inkubiert. 
 
3.5.6 Isolierung von Plasmid-DNS 
 Mini-Präparation 
Die Mini-Präparation einer E. coli-Kultur wurde mittels QIAprep Spin Miniprep Kit oder   
GeneJET Plasmid Miniprep Kit nach Herstellerangaben mit einer Zentrifuge durchgeführt. Die 
Konzentration der DNS wurde anschließend mittels Nanophotometer gemessen. 
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 Midi-Präparation 
Die verwendete Bakterienkultur wurde zunächst für 20 min bei 2100 x g und 4 °C zentrifugiert, 
bevor die Plasmidpräparation mittels CompactPrep Plasmid Midi Kit bzw. Plasmid Plus Midi 
Kit nach Herstellerangaben mit einem QIAvac 24 Plus-Vakuumkollektor durchgeführt wurde. 
Die Konzentration der eluierten DNS wurde schließlich mittels Nanophotometer gemessen. 
 
 Restriktionsverdau 
Der Restriktionsverdau von DNS erfolgte unter Verwendung verschiedener Restriktions-
enzyme (s. 2.5) im dafür geeigneten Puffer bei 37 °C für 1,5 h bis 3 h. Dabei wurde zwischen 
analytischem und präparativem Verdau differenziert. 
Für den analytischen Verdau wurden 200 ng bis 500 ng DNS, beim präparativen Verdau 
dagegen 2 µg bis 5 µg DNS eingesetzt. 
 
 Gelelektrophorese 
Für die Gelektrophorese wurden Agarose-Gele mit einer Konzentration von 1 % und 2 % 
verwendet. Dazu wurde die entsprechende Menge Agarose mit 1x TAE-Puffer aufgekocht 
und das Volumen an verdampfter Flüssigkeit mit VE-Wasser ausgeglichen. Nach Abkühlung 
des Gels auf ca. 50 °C wurden 5 µL peqGREEN mit 100 mL Agarose-Gel vermischt und das 
Gel anschließend in eine Gelschale mit Kamm gegossen. Nachdem das Gel erhärtet war, 
konnte der Kamm entfernt und das Gel in eine mit TAE-Puffer befüllte Gelelektrophorese-
kammer justiert werden. Vor Beladen des Gels wurde die Probe mit Ladefarbstoff gemischt. 
Zur Größenbestimmung der DNS-Fragmente diente je nach zu erwartenden Elementlängen 
eine 100 bp oder 1 kb DNS-Leiter. 
Abhängig von der Größe des Gels lief die Elektrophorese bei einer Spannung von 90 V bzw. 
130 V, bis die gewünschte Auftrennung der Banden erzielt war. Die Analyse und Bearbeitung 
des Gels erfolgten unter der UV-Strahlung einer Geldokumentationsanlage. 
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 Gelextraktion 
Das DNS-Fragment von Interesse wurde unter Verwendung eines Skalpells aus dem   
Agarose-Gel geschnitten. Im Anschluss daran erfolgte die Extraktion der DNS mittels 
QIAquick Gel Extraction Kit bzw. NucleoSpin Gel and PCR Clean-up. Die Konzentration der 
isolierten DNS wurde daraufhin mit dem Nanophotometer gemessen. 
 
3.5.7 Herstellung gamma-retroviraler Überstände 
 Aussaat von 293T-Zellen 
Bei der Generierung gamma-retroviralen Überstandes wurden zunächst in 2 - 4 Petrischalen 
mit einem Durchmesser von 10 cm jeweils 5 x 106 293T-Zellen in 8 mL DMEM high glucose + 
10 % FBS ausgesät und bei 37 °C über Nacht im Brutschrank kultiviert. Anschließend wurde 
das Medium abgenommen und durch 5 mL Chloroquin-Medium mit einer Konzentration von 
25 µM für mindestens 1 h ersetzt. 
 
 Transfektion der 293T-Zellen zur Virusproduktion 
Die Transfektion der 293T-Zellen erfolgte mittels Calcium Phosphate Transfection Kit. Dazu 
wurden pro Ansatz 12,5 µg pcDNA3-MLV-gagpol mit 2 µg M620 (Galv Env) und 7,5 µg des 
Transfervektors gemischt und mit dem im Kit enthaltenen Wasser auf ein Volumen von    
450 µL aufgefüllt. Anschließend werden 50 µL CaCl2 hinzugefügt. 
Der Transfektionsansatz wurde unter Schütteln tröpfchenweise in ein weiteres Zentrifugen-
röhrchen mit 500 µL 2x HEPES Buffered Saline zugegeben. Die Lösung wurde für 20 min bei 
RT inkubiert, bevor sie gleichmäßig unter Schwenken der Petrischale auf das Zellkultur-  
medium getropft wurde. Nach 6- bis 8-stündiger Kultivierung des Ansatzes im CO2-Inkubator 
wurde der Überstand der Zellen verworfen und durch 6 mL Medium ohne Chloroquin ersetzt. 
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 Ernte der Virusüberstände 
Nach einer weiteren Inkubation der transfizierten 293T-Zellen für 48 h wurde der Virus-  
überstand gesammelt, durch einen 0,45 µm-Sterilfilter gedrückt und bei 4 °C aufbewahrt. 
Die Zellen wurden anschließend mit 6 mL frischem Medium nochmalig 24 h im Brutschrank 
für eine zusätzliche Ernte des Virusüberstandes kultiviert. Beide Überstände wurden schließ-
lich gepoolt, zu je 2 mL aliquotiert und bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung eingefroren. 
 
3.5.8 Titration gamma-retroviraler Überstände auf HT1080-Zellen 
Zur Analyse des Titers der Virusüberstände wurden die Kavitäten einer 6-Well-Zellkulturplatte 
mit 2 mL einer 0,01%igen Poly-L-Lysin-Lösung (PLL-Lösung), welche mit PBS im Verhältnis 
1:10 verdünnt wurde, für 2 h bei RT beschichtet und anschließend mit 2 mL PBS gewaschen. 
Danach wurden 2 mL des Virusüberstandes in unterschiedlichen Verdünnungsstufen in  
Duplikaten für 30 min bei 4 °C und 2000 x g auf die mit PLL-Lösung behandelten Platten 
zentrifugiert. Als Negativkontrolle wurde 293T-Medium verwendet.  
Nach der Zentrifugation wurden die Überstände abgenommen, die Kavitäten mit jeweils 2 mL 
PBS gewaschen und 4,5 x 104 HT1080-Zellen je Vertiefung mit 3 mL Zellkulturmedium  
ausgesät. Die Zellen wurden für mindestens 48 h im Brutschrank kultiviert und dann im 
Durchflusszytometer hinsichtlich GFP-positiver Zellen analysiert.  
Zur Berechnung des Titers wurden die Proben mit der jeweiligen Verdünnung herangezogen, 
bei welchen die Transduktionseffizienz zwischen 5 % und 20 % lag. 
Der Titer lies sich wie folgt berechnen: 
 
𝑇V =








𝑛%GFP = GFP-positive Zellen [%] 
N(Z) = Anzahl an ausgesäten Zellen 
FVd = Verdünnungsfaktor 
VVÜ = Volumen des viralen Überstandes [mL] 
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3.5.9 Transduktion von HT1080-Zellen mit viralem Überstand 
Die Transduktion von 1,125 x 106 HT1080-Zellen erfolgte in einer T225-Zellkulturflasche mit 
einer multiplicity of infection (MOI) von 1. 
Dazu wurden die zu transduzierenden Zellen in PBS auf eine Konzentration von          
1,125 x106 Zellen/mL eingestellt.  







VVÜ = Volumen des viralen Überstandes [mL] 
N(Z) = Anzahl der zu transduzierenden Zellen 
MOI = multiplicity of infection 





Dem Virusüberstand VVÜ wurde im Verhältnis 1:100 eine 0,01%ige PLL-Lösung zugesetzt 
und das Gemisch anschließend mit 1 mL der zu transduzierenden Zellsuspension vermengt. 
Das bei einer Aussaatkonzentration cA von 0,10 mL/cm2 für die Inkubation der Zellen in einer 
T225-Zellkulturflasche fehlende Restvolumen wurde mit PBS ausgeglichen und richtete sich 
nach folgender Formel: 
 
𝑉PBS = 𝐴A ∗ 𝑐A – 𝑉ZVP 
 
VPBS = Volumen an PBS [mL] 
AA = Aussaatfläche [cm
2] 
cA = Aussaatkonzentration [mL/cm
2] 
VZVP = Volumen des Zellen-Vektor-PLL-Gemisches [mL] 
 
Nach 3-stündiger Inkubation im Brutschrank wurden 45 mL HT1080-Medium dem Transduk-
tionsansatz beigemischt. Weitere drei Tage später wurde die Transduktionseffizienz anhand 
der GFP-Expression der Zellen durchflusszytometrisch erfasst. 
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3.5.10  DNS-Sequenzierung 
Nach Fertigstellung der Plasmidkonstrukte #230, #233, #234 und #235 wurde die jeweilige 
DNS zur Verifizierung neben einem analytischen Restriktionsverdau zusätzlich von der Firma 
Microsynth AG mittels geeigneter Primer sequenziert. 
 
3.5.11  Aufreinigung der RNS 
Die RNS aus Exosomen wurde mittels Total Exosome RNA and Protein Isolation Kit, wie in der 
Anweisung des Herstellers beschrieben, isoliert. 
Dazu wurden die entsprechenden Exosomen denaturiert und die RNS mit Hilfe einer   
Phenol-Chloroform-Extraktion isoliert. Nachdem die RNS in einer Filterkartusche gebunden 
und gewaschen wurde, wurde die Konzentration der eluierten RNS per Nanophotometer 
gemessen. Die Probe wurde dann mit der Eluierungslösung auf die gewünschte Konzentration 
verdünnt. 
 
3.5.12  Verdau von DNS 
Die aus den Exosomen isolierte RNS wurde mit dem TURBO DNA-free Kit nach Protokoll des 
Herstellers behandelt, um mögliche DNS-Kontaminationen zu entfernen. 
Dazu wurde die RNS enthaltene Probe mit einem Zehntel ihres Volumens mit 10x TURBO 
DNAse Buffer und 1 µL TURBO DNAse für 25 min im Wasserbad bei 37 °C inkubiert.  
Nachdem die DNAse inaktiviert wurde, konnte die DNase Inactivation Reagent über eine      
eineinhalbminütige Zentrifugation bei 10.000 x g sedimentiert und der RNS enthaltende 
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3.5.13  Synthese der cDNA 
Die Umschreibung der RNS in cDNA erfolgte mittels Omniscript RT Kit. Als Kontrolle dienten 
Proben ohne RT. Das dabei offene Volumen wurde mit RNase-freiem Wasser ausgeglichen. 
Die Zusammensetzung der Reaktionskomponenten für eine Reaktion ist in Tabelle 3 gelistet. 
 
Komponenten Volumen/Reaktion [µL] Konzentration 
10x Buffer RT 2 1x 
dNTP Mix [0,5 mM/dNTP] 2 0,5 mM/dNTP 
Oligo d(T)16 primer [50 µM] 0,4 1 µM 
RNase Inhibitor [40 Einheiten/µL] 0,25 10 Einheiten 
Omniscript Reverse Transcriptase 1 4 Einheiten 
H2O (RNase-frei) optional  
RNS-Templat optional bis zu 2 µg 
Reaktionsvolumen 20  
Tabelle 3: Reagenzien für die Synthese von cDNA aus RNS mittels Omniscript RT Kit. 
 
Alle Reaktionskomponenten wurden auf Eis gehalten. Die Bestandteile wurden in einem   
200 µL-Reaktionsgefäß für maximal 5 s gevortext und nach kurzer Zentrifugation bei 37 °C für 
1 h in einem Thermozykler inkubiert. Anschließend wurde die Probe auf Eis gekühlt und bis zur 
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3.5.14  Amplifizierung der cDNA mittels qRT-PCR 
Zur Durchführung der quantitativen Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (qRT-PCR) wurden 
sowohl für die zu amplifizierende Zielsequenz als auch für das Haushaltsgen GAPDH   
Mastermixe angefertigt. 
Die Amplifizierung der cDNA fand unter Verwendung von LightCycler 480 SYBR Green I 
Master statt. Die zur jeweiligen DNS-Vervielfältigung benötigten Reagenzien sind in Tabelle 4 
bzw. Tabelle 5 aufgeführt. 
 
Komponenten - eGFP Volumen/Reaktion [µL] Konzentration 
H2O (PCR-geeignet) optional  
2x LightCycler 480 SYBR Green I Master 10 1x 
Primer #393 (EGFP-forward) [100 µM] 0,04 200 nM 
Primer #394 (EGFP-reverse) [100 µM] 0,04 200 nM 
cDNA-Templat optional  
Reaktionsvolumen 20  
Tabelle 4: Komponenten für die Amplifizierung von eGFP-cDNA mittels qRT-PCR. 
 
 
Komponenten - GAPDH Volumen/Reaktion [µL] Konzentration 
H2O (PCR-geeignet) optional  
2x LightCycler 480 SYBR Green I Master 10 1x 
Primer #391 (GAPDH-forward) [100 µM] 0,04 200 nM 
Primer #392 (GAPDH-reverse) [100 µM] 0,04 200 nM 
cDNA-Templat optional  
Reaktionsvolumen 20  
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Anschließend wurde die entsprechende cDNA nach dem nachfolgenden Protokoll (Tabelle 6) 
amplifiziert. Als Kontrolle wurden Proben ohne Reverse Transkriptase (RT) verwendet. 
 










Präinkubation 1 95 5 4,4 -  
Amplifikation 45 95 10 4,4 -  
56 15 2,2 -  
72 15 4,4 einfach  
Schmelzkurve 1 95 5 4,4 -  
58 60 2,2 -  
97  0,11 permanent 5 
Kühlung 1 40 30 2,2 -  
Tabelle 6: Protokoll zur Amplifizierung der cDNA mittels qRT-PCR. 
 
3.5.15  Bestimmung der RNS- und DNS-Konzentration 
Die Messung der RNS- und DNS-Konzentration wurde mittels Nanophotometer nach    
Anweisungen des Herstellers durchgeführt. Es wurden zunächst 4 µL der Referenzprobe als 
Blank gemessen und anschließend die gleiche Menge einer Probe zur Konzentrations-   
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3.5.16  Amplifizierung von DNS 
Die Amplifikation der DNS erfolgte mittels CloneAmp Hifi PCR Premix mit den in der Tabelle 7 
aufgelisteten Reagenzien im Thermozykler unter entsprechenden Bedingungen (Tabelle 8). 
 
Reagenz Volumen [µL] Konzentration 
CloneAmp Hifi PCR Premix 12,5 1x 
Vorwärts-Primer [50 µM] 1,25 2,5µM 
Rückwärts-Primer [50 µM] 1,25 2,5 µM 
DNS-Templat entsprechend 50 ng 
H2O (PCR-geeignet) auf 25 mL auffüllen  
Reaktionsvolumen 25  
Tabelle 7: Reagenzien zur Amplifizierung der DNS mittels PCR. 
 
 
Programm Temperatur [°C] Zeit [s] Zyklen 
Amplifikation 98 10 35 
Tabelle 8: Protokoll des Thermozyklers zur Vervielfältigung der DNS. 
 
3.5.17  Plasmidkopienzahl 
Die für die Plasmidkopienzahl (VCN) bestimmten Zellen wurden pelletiert und bei -80 °C 
eingefroren. 
Zur Isolierung der DNS aus transduzierten und nativen HT1080-Zellen wurde das DNeasy 
Blood & Tissue Kit verwendet. Die Messung der DNS-Konzentration erfolgte mittels Nano-
photometer. 
Um die durchschnittliche in das Genom integrierte Kopienzahl des Vektors der einzelnen 
Konstrukte bestimmen zu können, wurden für jede isolierte DNS-Probe einer Zellpopulation 
zwei unterschiedliche qPCR-Ansätze durchgeführt.  
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Zum einen wurde das in der viralen DNS positionierte optimized posttranscriptional regulatory 
element (oPRE), welches bei der Transduktion in das Genom der Zellen integriert, als auch 
der humane Gerinnungfaktor VII (FVII) bestimmt. 
FVII hat die Eigenschaft mit nur ausschließlich einer Kopie im Genom aufzutreten       
(single-copy-Gen) und kann somit als Referenz genutzt werden.  
Die für die qPCR-Ansätze verwendeten Komponenten sind in Tabelle 9 bzw. Tabelle 10  
gelistet. 
5 µL einer DNS-Probe wurden mit 15 µL des jeweiligen vorgelegten Mastermixes in der  
Kavität einer LightCycler 480 Multiwell Plate 96 vermischt und für 1 min bei 1000 x g zentri-
fugiert.  
Als Positivkontrolle wurde DNS aus einem HT1080-Zellklon verwendet, welche nur eine 
Vektorkopie (oPRE-Integration) im Genom trägt. Als Negativkontrollen kamen sowohl geno-
mische DNS als auch PCR-geeignetes Wasser zum Einsatz.  
Von jeder Probe wurde eine Dreifachbestimmung durchgeführt. Die Amplifikation der Proben 
fand nach folgendem Protokoll statt (Tabelle 11). 
Die VCN ergab sich dann aus der relativen Quantifizierung der Mengen an oPRE zu FVII, 
wobei die VCN der Positivkontrolle als VCN = 1 gesetzt wurde.  
Alle in der Arbeit verwendeten transduzierten Zellen wiesen eine VCN = 1 bezüglich des  
jeweiligen Plasmids auf. 
 
Komponenten (oPRE) Volumen/Reaktion [µL] Konzentration 
H2O (PCR-geeignet)         4,1  
Primer #275 (oPRE_wPRE_VCN_fw) [20 µM]         0,3 0,3 µM 
Primer #142 (WPRE (Roche) rev) [20 µM]         0,3 0,3 µM 
Sonde #63 UPL [10 µM]         0,3 0,15 µM 
2x LightCycler 480 Probes Master         10 1x 
DNS-Templat          5  
Reaktionsvolumen         20  
Tabelle 9: Komponenten zur Amplifizierung von oPRE mittels qPCR zur Bestimmung der VCN. 
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Komponenten (FVII) Volumen/Reaktion [µL] Konzentration 
H2O (PCR-geeignet) 4,25  
Primer #91 (human_FVII_for) [20 µM] 0,3 0,3 µM 
Primer #92 (human_FVII_rev) [20 µM] 0,3 0,3 µM 
Sonde #187 FVII Probe [20 µM] 0,15 0,15 µM 
2x LightCycler 480 Probes Master 10 1x 
DNS-Templat 5  
Reaktionsvolumen 20  
Tabelle 10: Komponenten zur Amplifizierung von FVII mittels qPCR zur Bestimmung der VCN. 
 
 
Programm Zyklen Temperatur [°C] Zeit [min:s] 
Präinkubation 1 95 10:00 
Amplifikation 45 95 00:10 
60 00:30 
Kühlung 1 40 00:30 
Tabelle 11: Programmverlauf zur Vervielfältigung von oPRE und FVII mittels qPCR zur      
Bestimmung der integrierten Vektorkopien. 
 
3.6 Proteinanalytische Methoden 
3.6.1 Bestimmung der Proteinkonzentration mittels Nanophotometer 
Die Bestimmung der Proteinkonzentration mittels Nanophotometer wurde gemäß den    
Anweisungen des Herstellers durchgeführt. Dazu wurden jeweils 4 µL der Referenzprobe als 
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Die weiteren Messungen zur Ermittlung der Proteinkonzentrationen von Exosomensuspen-
sionen in dieser Arbeit erfolgten mittels Nanophotometer, nachdem sich vergleichbare Werte 
angesichts dieser Methode und der Proteinbestimmung mittels BCA ergaben (Abbildung 3). 
Die durchschnittliche Abweichung lag bei 6,75 % ± 5,42 %. 
 
 
Abbildung 3: Vergleich zwischen BCA und Nanophotometer zur Messung der Proteinkonzen- 
trationen. Es sind die Proteinkonzentrationen dreier unterschiedlicher Exosomenproben gemessen 
worden. Die blauen Dreiecke entsprechen den Analysen mittels BCA, wobei die roten Kreise die 
Messungen mittels Nanophotometer zeigen. 
 
3.6.2 Western Blot 
 SDS-PAGE 
45 µL einer auf die gewünschte Proteinkonzentration mit PBS verdünnten Probe wurde mit   
5 µL reduzierenden 10-fachen Probenpuffer vermengt. Eine Ausnahme bildete die Detektion 
der Oberflächenmarker CD9, CD63 und CD81, hier wurde kein mit 2-Mercaptoethanol   
versetzter Probenpuffer verwendet. Anschließend wurde die Probe für 5 min bei 95 °C   
denaturiert und danach auf Eis gekühlt. 40 µL der denaturierten Probe wurden in eine Tasche 
eines 12 % Protein-Gels, welches in einer mit Laufpuffer befüllten Gelkammer eingespannt 
war, geladen. Die Gelelektrophorese lief bei einer Spannung von 100 V, bis Probe und  
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 Proteintransfer 
Nach der elektrophoretischen Auftrennung der Proteine im Gel wurden diese auf eine    
Polyvinylidenfluorid-Membran (PVDF-Membran) übertragen. Die Membran wurde dabei mit 
Methanol aktiviert und für drei Minuten in Transferpuffer äquilibriert. PVDF-Membran und Gel 
wurden gemeinsam zwischen zwei in Transferpuffer getränkten Filterpapieren und 
Schwämmen in einer Kassette zusammengeschlossen und in eine mit Transferpuffer gefüllte 
Transferkammer justiert. Die bei einer Transferzeit von 75 min und einer Spannung von 100 V 




Unspezifische Bindungsstellen auf der PVDF-Membran wurden für 1 h bei RT auf einem 
Schüttler mit Blockpuffer blockiert. Die Membran wurde daraufhin auf einem Schüttler bei    
4 °C über Nacht mit einem Primär- und anschließend für 2 h bei RT mit dem entsprechenden 
Enzym-konjugierten Sekundärantikörper inkubiert. Die Antikörper wurden dazu in Blockpuffer 
dissoziiert. Vor Detektion des Proteins mit Hilfe einer Geldokumantationsanlage wurde die 
PVDF-Membran für 5 min bei RT mit einem Chemilumineszenz-Substrat nach Angaben des 
Herstellers beaufschlagt. Zwischen den einzelnen Schritten wurde die Membran je dreimal für 
jeweils 5 min bei RT mit PBST-Waschpuffer gewaschen. 
 
 Coomassie-Färbung des Gels 
Nach dreimaligem Waschen für jeweils 5 min mit Wasser wurde das Gel in Coomas-
sie-Lösung auf einem Plattformschüttler bei RT für 1 h inkubiert. Anschließend wurde das Gel 
nochmals für 30 min mit Wasser gespült. 
 
 Methoden 53  
 
 Ponceau S-Färbung der Membran 
Bei der Ponceau S-Färbung wurde die Membran kurze Zeit in Methanol gelegt und dann für   
5 min bei RT auf einem Schüttler mit Ponceau S-Lösung inkubiert. Danach wurde die 
Membran dreimal bei RT für jeweils 2 min mit VE-Wasser gewaschen. 
 
3.6.3 Durchflusszytometrie 
 Oberflächenfärbung von Zellen 
Die zu färbenden Zellen wurden in 100 µL PBS resuspendiert und für 25 min bei RT im 
Dunkeln mit dem jeweiligen Antikörper inkubiert. Nachdem die Zellen zweimal mit 1 mL PBS 
gewaschen und jeweils bei 300 x g und 4 °C für 5 min zentrifugiert wurden, wurde das Zell-
pellet schließlich in 500 µL PBS aufgenommen und mittels Durchflusszytometer analysiert. 
 
 Intrazelluläre Färbung 
0,5 x 106 Zellen wurden in 250 µL BD Cytofix/Cytoperm-Lösung resuspendiert und für 20 min 
bei 4 °C im Dunkeln inkubiert. Die Zellen wurden daraufhin zweimal mit 1 mL 1x BD 
Perm/Wash-Puffer gewaschen und stets bei 600 x g und 4 °C für 5 min zentrifugiert.     
Anschließend wurde das Zellpellet in 100 µL 1x BD Perm/Wash-Puffer resuspendiert und mit 
dem entsprechenden Antikörper für 25 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Es folgte ein weiterer 
Waschschritt mit 1x BD Perm/Wash-Puffer, bevor die Zellen in 400 µL PBS aufgenommen 
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 Färbung von Exosomen 
3.6.3.3.1 Bindung der Exosomen an Beads 
Die Vorbereitungen zur Oberflächenfärbung von Exosomen erfolgten mittels Exo-Flow  
Capture Kit und dem dazugehörigen Exo-Flow Multifunctional Magnetic Stand. 
Um Exosomen im Durchflusszytometer sichtbar machen zu können, mussten diese zunächst 
an Beads gekoppelt werden, wobei für jede gemessene Probe an Exosomen 3,2 x 105 
magnetische Streptavidin-Beads mit einem Durchmesser von 9,1 µm verwendet wurden.  
40 µL der Bead-Suspension wurde zunächst mit 10 µL des jeweiligen biotinylierten Anti-  
körpers (Ak) inkubiert, an welchem in einem späteren Schritt die Exosomen gebunden wer-
den sollten. Anschließend wurden die mit Ak konjugierten Beads zusammen mit 100 µL einer 
auf 250 µg/mL mit PBS verdünnten Exosomensuspension bei 4 °C über Nacht sanft     
geschüttelt. Für eine Messung reichte es aus, lediglich die Hälfte der Probe einzusetzen. 
Je nach Versuch konnten nun die an die Beads gebundenen Exosomen über einen      
membrangängigen Farbstoff und/oder einen weiteren fluoreszierenden Ak sichtbar gemacht  
werden. 
 
3.6.3.3.2 Färbung der Oberfläche 
Nach Bindung der Exosomen an die entsprechenden Beads erfolgte die Färbung von exo-
somalen Oberflächenmarkern in 100 µL PBS für 25 min bei RT im Dunkeln mit dem jeweiligen 
Ak. Anschließend wurde die Probe dreimal mit jeweils 500 µL Bead Wash buffer gewaschen 
und für die Analyse mittels Durchflusszytometer in 300 µL PBS resuspendiert. 
 
3.6.3.3.3 Färbung der Oberfläche und membrangebundener Proteinmodifika-
tionen 
Die Anfärbung membrangebundener Proteinmodifikationen wie u.a. Glykosylierungen, wel-
che sehr häufig auf Oberflächen von Exosomen zu finden sind, erfolgte mittels 
Exo-FITC-Farbstoff, welcher Bestandteil des Exo-Flow Capture Kits war. 
Nach Bindung der Exosomen an den auf den Beads gekoppelten Ak, wurde die Probe in   
100 µL PBS + 140 µL Exosome Stain Buffer aufgenommen und mit 10 µL Exo-FITC für 2 h 
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auf Eis gefärbt. Die Probe wurde dabei alle 30 min zur Durchmischung angeschnippt, wobei 
in der letzten halben Stunde der gewünschte fluoreszierende Ak zugefügt wurde. Anschlie-
ßend wurde die Probe nach Anleitung des Herstellers gewaschen und für die weitere        
durchflusszytometrische Messung in 300 µL PBS aufgenommen. 
 
3.6.3.3.4 Färbung der Oberfläche und Membran 
Die Färbung der Exosomenmembran erfolgte mittels DiI-Farbstoff, der an die intakte     
Lipid-Doppelmembran bindet. 
Zunächst wurde der Exosomen-Beads-Komplex in 100 µL PBS aufgenommen und mit dem 
gewünschten Ak für 20 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Die Probe wurde dann mit PBS auf  
1 mL aufgefüllt und für weitere 15 min mit 5 µL DiI gefärbt. Anschließend wurde die Probe 




apceth Biopharma interne Plasmide und Primer werden der Einfachheit halber mit fortlau-
fenden Nummern gekennzeichnet. 
Alle in dieser Arbeit für die Transduktion in humane Fibrosarkom-Zellen bestimmten Plasmide 
gehen aus dem firmeninternen Plasmid #168 hervor. Die entsprechenden Plasmide sind in 
Abbildung 4 dargestellt. 
Als gamma-retrovirales Backbone der Plasmide wurde das pSERS11 (EP2019134 A1, Stein 
S., Grez M., Schambach A.) verwendet. 
Die 5‘-Long terminal repeat-Einheit (5‘-LTR) impliziert zur Erzeugung retroviraler RNS einen 
Simian-Virus 40 (SV40) Enhancer, einen Rous-Sarkom-Virus-Promotor (pRSV) sowie eine 
aus dem Milzfokus-formenden-Polyzythämie-induzierender Virusstamm (SFFVp) gewonnene 
redundant-Region (R-Region) und unique 5‘-Region (U5-Region). 
Die Expression der Transgene erfolgte über einen humanen elongation factor-1 alpha short 
promoter (pEFS). Für die Spaltung zweier Proteine wurde das Peptid 2A (P2A) aus dem  
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porcinen Teschovirus-1 eingesetzt. Die interne ribosomale Eintrittsstelle zur Co-Expression 
zweier Gene stammte aus dem Encephalomyocarditis-Virus (EMCV). 
Die 3‘-LTR beeinhaltet eine aus dem SFFVp stammende U3-Region mit einer Deletion, wel-
che replikationsinkompetente Viren zur Folge hat. Zudem sind ein Polyadenylierungssignal 




Abbildung 4: Schematische Darstellung der sequenziellen Abfolgen der Plasmide #168, #230, 
#231; #232; #233, #234 und #235. pEFS: Elongation factor 1-alpha short promoter; luc2: Firefly luci-
ferase 2; P2A: Peptid 2A; eGFP: Enhanced green fluorescent protein; IRES: Interne ribosomale Ein-
trittsstelle; pac: Puromycin N-Acetyltransferase; TIMP-1: Tissue inhibitor of matrix metalloproteinase 1; 
myc: Myelocytomatose-Onkogen; GPI: Glycosylphosphatidylinositol; ZIP: „Zipcode“-like-Sequenz; 
MSD: Membrane-spanning domain 
 
3.7.1 Plasmid #230 
Von dem Plasmid #168 pSERS11_pEFS_luc2_P2A_eGFP_IRES_pac ausgehend, konnte 
das Konstrukt #230 pSERS11_pEFS_luc2_P2A_eGFP_IRES_pac_ZIP generiert werden.  
Dazu wurde das IRES_pac-Fragment aus Plasmid #168 mit Hilfe der Restriktionsenzyme 
BamHI-HF und PacI isoliert und unter Verwendung der Primer #326 und #327 mit der ZIP 
 Methoden 57  
 
versehen und amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde im Anschluss daran in das Backbone von 
#168 rekombiniert. 
Zur Überprüfung der Richtigkeit des fertigen Konstrukts wurden sowohl                  
HindIII-HF + BamHI-HF als auch DrdI + BamHI-HF im jeweiligen Testverdau eingesetzt. 
 
3.7.2 Plasmid #231 
Um das Konstrukt #231 pSERS11_pEFS_TIMP-1_myc_GPI_IRES_pac zu generieren, wur-
de das Fragment luc2_P2A_eGFP mit Ncol und BspEI enzymatisch aus dem Konstrukt #168 
pSERS11_pEFS_luc2_P2A_eGFP_IRES_pac entfernt. 
Anschließend wurde die TIMP-1_myc_GPI-Sequenz aus dem Plasmid #229 
pEF_TIMP-1_myc_GPI, welches von der Arbeitsgruppe Klinische Biochemie des Klinikums 
der Universität München zur Nutzung überlassen wurde, mit Hilfe der Primer #329 und #330 
amplifiziert und in das Backbone von #168 transferiert.  
Der Testverdau erfolgte mittels DrdI.  
 
3.7.3 Plasmid #232 
Das Plasmid #232 pSERS11_pEFS_TIMP-1_myc_GPI_IRES_pac_ZIP resultierte aus dem 
Konstrukt #230 pSERS11_pEFS_luc2_P2A_eGFP_IRES_pac_ZIP. 
Dazu wurde die luc2_P2A_eGFP-Sequenz aus Plasmid #230 mit den Restriktionsenzymen 
Ncol und BspEI herausgeschnitten und durch die mit den Primern #329 und #330 amplifi-
zierte TIMP1_myc_GPI-Sequenz aus Konstrukt #229 pEF_TIMP-1_myc_GPI ersetzt.  
Das Konstrukt #232 wurde im Verdau mit DrdI auf Richtigkeit überprüft. 
 
3.7.4 Plasmid #233 
Zur Bildung des Plasmids #233 pSERS11_pEFS_TIMP-1_myc_GPI_IRES_pac_P2A_eGFP 
wurde die IRES_pac-Komponente mittels BspEI und NotI-HF enzymatisch aus Plasmid #231 
pSERS11_pEFS_TIMP-1_myc_GPI_IRES_pac entfernt. In das daraus resultierte restliche 
Plasmid wurden die mit den Primern #343 und #334 bzw. #331 und #332              
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amplifizierten Abschnitte P2A_eGFP und IRES_pac aus Plasmid #168 
pSERS11_pEFS_luc2_P2A_eGFP_IRES_pac transferiert. 
Testverdaue beim fertigen Plasmid erfolgten auf der einen Seite mit DrdI als auch mit      
DrdI + PacI und auf der anderen Seite mit HindIII-HF + XhoI. 
 
3.7.5 Plasmid #234 
Um das Plasmid #234 pSERS11_pEFS_TIMP-1_myc_GPI_IRES_pac_P2A_eGFP_ZIP 
herzustellen, wurde das IRES_pac-Segment mit Hilfe der Restriktionsenzyme BspEI und 
NotI-HF aus dem Konstrukt #232 pSERS11_pEFS_TIMP-1_myc_GPI_IRES_pac_ZIP   
entfernt. 
Die Primer #343 und #335 bzw. #331 und #332 wurden zur Amplifikation der Komponenten 
P2A_eGFP und IRES_pac aus Plasmid #168 pSERS11_pEFS_luc2_P2A_eGFP_IRES_pac 
verwendet. Beide PCR-Produkte wurden in das Backbone des Plasmids #232 rekombiniert. 
Der Testverdau des Konstrukts #234 erfolgte sowohl mit DrdI + PacI als auch mit        
HindIII-HF + XhoI. 
 
3.7.6 Plasmid #235 
Bei der Generierung des Plasmids #235 
pSERS11_pEFS_TIMP-1_myc_MSD_IRES_pac_P2A_eGFP wurde zunächst die 
TIMP-1_myc_GPI_IRES-Sequenz aus Konstrukt #233 
pSERS11_pEFS_TIMP-1_myc_GPI_IRES_pac_P2A_eGFP mit Hilfe des Restriktions-
enzyms HindIII-HF entfernt und das restliche Plasmid dephosphoryliert. 
Das dephosphorylierte Teilstück wurde dann mit der TIMP-1_myc_MSD-Komponente,  
welche aus Plasmid #238 pMA-RQ_TIMP-1_myc_MSD_IRES ebenfalls mit HindIII-HF en-
zymatisch herausgeschnitten wurde, ligiert. 
Die Richtigkeit des Konstrukts wurde über den Verdau mittels NcoI + SacI-HF ermittelt. 
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3.7.7 Plasmide #2944 + #3005 
L87/4_IP-10_FramycPi_sGFP_ZIP-Zellen (L87/4_TF#110) wurden von Prof. Dr. Peter Nelson 
(Medizinische Klinik und Poliklinik IV der LMU München) zur Verfügung gestellt. Dabei wurden 
die Plasmidkonstrukte #2944 und #3005 (Abbildung 5) mittels Gateway-Klonierung generiert 
und durch Elektroporation in L87/4-Zellen transferiert. 
 
 
Abbildung 5: Schematische Darstellung der sequenziellen Abfolgen der Plasmide #2944 und 
#3005. p: Promotor; IP-10: Interferon-γ-induziertes Protein 10; FramycPi: Fraktalkin-MYC-GPI; sGFP: 




Fluoreszenzaufnahmen der Zellen wurden mittels Fluoreszenzmikroskop bei 100-facher 
Vergrößerung, einem Anregungsfilter von 490/15 nm und einem Emissionsfilter von    
535/35 nm durchgeführt. 
 
3.9 Nanopartikel Tracking Analyse 
3.9.1 NanoSight 
Der Nachweis und die Bestimmung der Größenverteilung der aufgereinigten Partikel aus 
nativen HT1080-Zellen erfolgten mit Hilfe eines Nanopartikel Tracking-Analysators der Firma 
Malvern Instruments. Die in PBS dissoziierten Exosomen wurden zunächst im Verhältnis 
1:500 verdünnt und mittels Spritze in die Messkammer injiziert. Die Analyse beinhaltete       
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In Tabelle 12 sind die bei der Messung verwendeten Einstellungen aufgelistet. 
 
Aufname-Einstellungen  
Camera Type sCMOS 
Laser Type Blue488 
Camera Level 16 
Slider Shutter 1300 
Slider Gain 512 
FPS 25.0 
Number of Frames 1498 
Temperature 25.0 – 25.0 °C 
Analyse-Einstellungen  
Detect Threshold 6 
Blur Size Auto 
Max Jump Distance Auto: 12.0 – 12.1 pix 
Tabelle 12: Einstellungen des NanoSight NS300 Nanopartikel Tracking-Analysators zur Auf-
nahme und Analyse von Exosomen. 
 
3.9.2 ZetaView 
Um einen Nachweis an Mikrovesikeln und deren Größenverteilung zu erhalten, wurden die 
aus verschiedenen Zellkulturüberständen isolierten Exosomen mit Hilfe eines Nanopartikel    
Tracking-Analysators der Firma ParticleMetrix analysiert. Die Messungen der in PBS resus-
pendierten Vesikel wurden nach Protollangaben des Herstellers durchgeführt. 
Bei jeder Messung wurden drei Zyklen mit jeweils elf Positionen analysiert, wobei vom     
Programm, unter Verwendung des Ausreißertests nach Grubbs, erkannte Fehlermessungen, 
welche die mittlere Intensität, die Homogenität und den Modalwert der Probe betrafen, aus 
der Auswertung entfernt wurden. 
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Die in Tabelle 13 aufgelisteten Einstellungen des Analysators sind laut Hersteller ideal zur 






Concentration 0,000 N 
Mess-Parameter  
Cell S/N CA0075-0132b 
Analyse-Parameter  
Max Size 1000 
Min Size 5 
Min Brightness 20 
Tabelle 13 Proben-, Mess- und Analyse-Parameter des ZetaView PMX 110 Nanopartikel    
Tracking-Analysators zur Aufnahme und Analyse von Exosomen. 
 
3.10 Zellmigrationsanalyse 
Um zu überprüften, ob sich ein unterschiedliches Verhalten zwischen nativen HT1080- und 
HT1080_TD#234-Zellen bezüglich des Überwachsens einer zellfreien Stelle ergibt, wurden 
diese einem scratch assay unterzogen. 
Dabei wurden je Kavität einer 6-Well Zellkulturplatte 0,525 x 106 der entsprechenden Zellen 
mit HT1080-Medium über Nacht im Brutschrank inkubiert, so dass am darauffolgenden   
Tag die Zellen konfluent waren. In jeder Kavität wurde dann der Zellrasen mit           
einer 200 µL-Pipettenspitze halbiert und die Migration der Zellen im Fluoreszenzmikroskop  
stündlich beobachtet und fotografiert. Zur Auswertung des Versuchs wurden die        
fotodokumentierten freien Flächen mittels ImageJ eingerahmt und ausgewertet. 
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3.11 Datenauswertung 
Tabellarische Berechnungen und die dazugehörigen Standardabweichungen und Statistiken 
wurden mit Microsoft Excel durchgeführt.  
Unterschiedliche Stufen an signifikanten Differenzen wurden mit Hilfe des t-Tests ermittelt 
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D  Ergebnisse 
4 Vergleich zweier Kits zur Aufreinigung von Exosomen 
aus dem Zellkulturüberstand 
Das hohe Potential von Exosomen im medizinischen Sektor führt dazu, dass immer wieder 
neue Methoden zur Aufreinigung der Vesikel entwickelt werden. So können diese u. a. mittels 
Differentialzentrifugation (Livshits et al., 2015) oder nach dem Größenausschlussprinzip mit 
Hilfe der Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (HPLC) (Chen et al., 2011) aus dem 
Zellkulturüberstand isoliert werden.  
Tang und Kollegen kamen zu dem Schluss, dass es bei den diversen Vorgehensweisen der 
Aufreinigung zu Variationen bezüglich der Konzentration, Reinheit und Größe der Vesikel und 
exosomalen RNS kommt (Tang et al., 2017). Unterschiedliche Größenverteilungen von 
Exosomen können möglicherweise zur Beeinflussung der exosomalen Aufnahme und bio- 
logischen Funktionen führen (Sarko und McKinney, 2017).  
Beim Vergleich von Exosomenpräparaten, welche mittels Ultrazentrifugation, Dichtegradien-
ten und einer Immunaffinitätsmethode isoliert wurden, stellte sich heraus, dass sich letztere 
Technik am effektivsten zur Aufreinigung eignete (Greening et al., 2015). Nichtsdestotrotz 
scheinen Kits eine praktische Alternative zu den oben genannten Methoden darzustellen. 
Deshalb wurden vor Durchführung der Experimente zur Aufklärung der einzelnen Fragestel-
lungen in dieser Arbeit zunächst zwei kommerziell erhältliche Kits zur Isolierung von Exoso-
men miteinander verglichen.  
Ziel war es, dasjenige Kit zu ermitteln, welches in der Lage war, höhere Konzentrationen an 
funktionellen Exosomen aus Zellkulturüberständen aufzureinigen. 
Zum Vergleich standen das Exo-spin Exosome Purification Kit und die Total Exosome Isola-
tion Reagent (from cell culture media). 
Nach Aussaat und Expansion der jeweiligen Zellen in T225-Zellkulturflaschen wurde bei einer 
Konfluenz von ca. 80 % der Überstand abgenommen und die Zellen zweimal mit PBS ge-
waschen, um Rückstände von im Kulturmedium enthaltenen Exosomen zu entfernen.  
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Nach 24-stündiger Inkubation mit serumfreien Medium wurde der Überstand der Zellkultur     
gesammelt, bei 300 x g und 4 °C für 10 min zentrifugiert und im Anschluss daran mit einem 
0,45 µm-Filter filtriert, um abgelöste Zellen zu beseitigen. Nach einer weiteren Zentrifugation 
bei 4 °C und 20.000 x g für 30 min zur Entfernung von Zellrückständen, erfolgte die Zugabe 
des im jeweiligen Kit enthaltenen Präzipitationspuffers zu je einer Hälfte des Überstandes. 
Anschließend fanden die weiteren Aufreinigungen nach Anweisungen der Hersteller statt. Die 
isolierten Exosomen wurden schließlich in jeweils 200 µL PBS aufgenommen (Abbildung 6). 
 
 
Abbildung 6: Modifiziertes Protokoll zum Vergleich zweier Kits zur Aufreinigung von Exosomen 
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4.1 Quantitativer Vergleich von Exosomen mittels Western Blot 
Für den quantitativen Vergleich der von beiden Kits aufgereinigten Exosomen wurden die 
jeweiligen Mengen an exosomalen Oberflächenmarkern, welche zur Familie der Tetraspanine 
gehören, der isolierten Partikel bestimmt.  
Es wurden die Mengen an CD9-, CD63- und CD81 von aus HT1080- und 293T-Zellen   
gewonnenen Exosomen untersucht. 
Die Analysen bezogen sich dabei auf den relativen Unterschied der mittels beider Kits   
isolierten Exosomenmengen durch Gegenüberstellung der gleichen Proteinmengen sowie 
den jeweiligen absoluten Gehalt an isolierten Exosomen durch Vergleich der gleichen    
Volumina an Exosomensuspensionen.  
Beim Einsatz der gleichen Proteinmengen zeigte sich, dass die von beiden Kits aufgereinig-
ten Exosomen aus beiden Zelltypen vergleichbare Konzentrationen bezüglich der oben      
genannten Oberflächenmarker lieferten.  
Dagegen war die absolute Menge an Exosomen nach Isolierung aus dem Zellkulturüberstand 
mittels Total Exosome Isolation Reagent deutlich höher als die vom Exo-spin Exosome Puri-
fication Kit erzielte Exosomendichte. 
Abbildung 7 stellt repräsentativ die Ergebnisse anhand der mittels Western Blot detektierten 
Mengen an CD63 von Exosomen dar, welche mittels beider Kits aus HT1080- und 
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Abbildung 7: Quantitativer Vergleich der mit Hilfe zweier Kits aufgereinigten Exosomen aus 
Zellkulturüberständen mittels Western Blot. Verglichen wurden die mittels Exo-spin Exosome  
Purification Kit (1) und Total Exosome Isolation Reagent (2 + 3) isolierten Exosomenmengen aus 
HT1080-Zellen (A) und 293T-Zellen (B) anhand des Gehalts an CD63.  
Für jede Messung wurden 20 µL Exosomen mit der gleichen Menge eines 2-fachen Probenpuffers bei 
95 °C für 5 min denaturiert und die Proteinanteile mittels Gelelektrophorese aufgetrennt.  
Nach Inkubation der PVDF-Membran mit dem spezifischen Primärantikörper und entsprechenden 
Enzym-konjugierten Sekundärantikörper erfolgte die Visualisierung des exosomalen Markers in einer 
Geldokumentationsanlage.  
Betrachtet wurden zum einen der relative Gehalt an Exosomen in der Präparation durch Gegenüber-
stellung der gleichen Proteinmengen (1 vs. 2) sowie die absolute Exosomenmenge durch Auftragung 
der gleichen Volumina an Exosomensuspensionen (1 vs. 3). 
 
In einem weiteren Versuch zur quantitativen Bewertung der mittels zweier Kits aufgereinigten 
Exosomen wurde ein Farbstoff verwendet, welcher an die exosomale Membran bindet und 
durchflusszytometrisch detektiert werden kann. Die dabei notwendige Bindung der Exosomen 
an Beads und die Anfärbung der Membran erfolgte mittels Exo-Flow Capture Kit nach An-
weisungen des Herstellers.  
6,0 % der mittels Exosome Purification Kit isolierten Partikel banden den Exo-FITC-Farbstoff, 
wohingegen 88,6 % der mittels Total Exosome Isolation Reagent aufgereinigten Partikel für 
diesen Farbstoff positiv waren.  
Die unterschiedlichen Fluoreszenzintensitäten der mittels beider Kits aufgereinigten Exo- 
somen sind in Abbildung 8 dargestellt. 
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Abbildung 8: Quantitativer Vergleich zweier Kits zur Aufreinigung von Exosomen aus dem 
Zellkulturüberstand mittels Durchflusszytometrie. Aus hMSCs isolierte Exosomen wurden über 
den exosomalen Oberflächenmarker CD63 an Beads gebunden und mittels membranfärbenden 
Exo-FITC-Farbstoff durchflusszytometrisch analysiert. Bei jeder Messung wurden mindestens 9.000 
Ereignisse zur Auswertung herangezogen. 
A Der graue Graph entspricht der Kontrolle, bei welcher keine Exosomen eingesetzt wurden. Der rote 
Graph zeigt die Exo-FITC-Fluoreszenzintensität der mittels Exo-spin Exosome Purification Kit isolierten 
Partikel, der grüne Graph von Partikeln, die mit Hilfe der Total Exosome Isolation Reagent aufgereinigt 
wurden. 
B Gegenüberstellung der jeweiligen Exo-FITC-Fluoreszenzintensitäten aus A abzüglich der Kontrolle. 
 
5 Analyse aufgereinigter Partikel aus dem Zellkulturüber-
stand 
5.1 Nanopartikel Tracking-Analyse 
Um eine Bewertung der mittels Total Exosome Isolation Reagent aufgereinigten Partikel zu 
erhalten, wurden die aus dem Zellkulturüberstand aufgereinigten Teilchen mittels Nanopar-
tikel Tracking-Analyse (NTA) untersucht.  
Laut Analyse des NanoSight NS300 Nanopartikel Tracking-Analysators hatten die aus nati-
ven HT1080-Zellen gewonnenen Partikel eine durchschnittliche Größe von (150,7 ± 53,1) nm, 
wobei der Modalwert bei 136,0 nm lag (Abbildung 9A).  
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Die Auswertung mittels ZetaView PMX 110 ergab eine durchschnittliche Größenverteilung 
der Teilchen von (124,7 ± 46,7) nm mit einem Modalwert von 127,2 nm (Abbildung 9B). 
 
 
Abbildung 9: Nachweis und Analyse der mittels Total Exosome Isolation Reagent aufgereinig-
ten Partikel aus dem serumfreien Zellkulturüberstand nativer HT1080-Zellen mittels Nanoparti-
kel Tracking-Analyse (NTA). 
A Dargestellt ist die durchschnittliche Größenverteilung der mit Hilfe des NanoSight NS300 gemes-
senen Partikel. Vor der Analyse wurde die Exosomensuspension mit PBS im Verhältnis 1:500 ver-
dünnt. Der bei den drei Messungen etablierte einfache Standardfehler ist durch die rote Markierung 
kenntlich gemacht. 
B Durchschnittliche Größenverteilung der isolierten Partikel, welche unter Verwendung des ZetaView 
PMX 110 analysiert wurden. Bei jeder Messung wurden drei Zyklen mit jeweils elf Positionen unter-
sucht. 
 
5.2 Nachweis von Komplexen mit exosomalen Markern 
Um zu zeigen, dass es sich bei den isolierten Partikeln um Komplexe mit exosomalen Mar-
kern handelte, wurden diese durchflusszytometrisch analysiert.  
Exosomen liegen wegen ihrer geringen Größe unterhalb der Nachweisgrenze eines Durch-
flusszytometers, weshalb diese vor der Messung an 9,1 µm ø-Beads gebunden wurden. 
Hierzu wurden 40 µL Bead-Suspension mit 10 µL eines biotinylierten Antikörpers, welcher 
gegen einen für Exosomen charakteristischen Marker gerichtet war, inkubiert und anschlie-
ßend mit 100 µL einer auf 250 µg/mL mit PBS verdünnten Exosomensuspension vermischt. 
Die Hälfte der Probe wurde dann mit einem weiteren fluoreszierenden Ak gegen einen exo-
somalen Oberflächenmarker gefärbt.  
 Analyse aufgereinigter Partikel aus dem Zellkulturüberstand 69  
 
Zur Kontrolle wurde anstelle von Exosomen PBS eingesetzt (Abbildung 10A).  
Um zu überprüfen, ob die Komplexe zudem eine intakte Lipiddoppelmembran besitzen, 
wurden in einem ergänzenden Experiment bei gleichem Versuchsaufbau die Partikel mit 
membrangängigen Farbstoffen inkubiert (Abbildung 10B). Bei jeder Messung wurden   
mindestens 22.500 Ereignisse zur Auswertung herangezogen. 
 
 
Abbildung 10: Nachweis von Komplexen mit exosomalen Markern im Durchflusszytometer.  
A Aufgeführt sind die Anteile an Partikeln bezüglich zweier exosomaler Marker, welche mittels Total 
Exosome Isolation Reagent aus dem Überstand von nativen HT1080-Zellen isoliert wurden.  
Die Partikel wurden zur durchflusszytometrischen Visualisierung über den exosomalen Marker CD9 an           
9,1 µm ø-Beads gebunden und gegen den weiteren exosomalen Marker CD81 gefärbt. 
B Analog zum Versuchsaufbau von A wurde zudem die Partikelmembran über die Farbstoffe DiI und 
Exo-FITC (EF) detektiert. Zu sehen sind die Anteile der über CD81 an Beads gebundenen Partikel, 
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In Tabelle 14 sind die Anteile der durchflusszytometrisch erfassten Partikel dargestellt, wel-
che exosomale Marker aufwiesen. 
 
Komplex Native HT1080-Exosomen 
Beads(CD9) / CD81 97,3 % 
Beads(CD63) / CD81 96,8 % 
Beads(CD81) / CD63 96,8 % 
Tabelle 14: Nachweis von Komplexen mit exosomalen Markern im Durchflusszytometer. Die 
Partikel wurden zur durchflusszytometrischen Visualisierung über einen exosomalen Marker an      
9,1 µm ø-Beads gebunden und gegen einen weiteren exosomalen Marker gefärbt. Dargestellt sind die 
Mittelwerte aus zwei Messungen. 
 
Anhand der Farbstoffe DiI und Exo-FITC konnte zudem gezeigt werden, dass die Komplexe 
eine Membran besaßen (Tabelle 15). 
 
Komplex  Native HT1080-Exosomen 
Beads(CD81) / DiI / CD63 76,3 % 
Beads(CD81) / EF / CD63 83,3 % 
Tabelle 15: Nachweis von membranhaltigen Komplexen mit exosomalen Markern im Durch-
flusszytometer. Zu sehen sind die Anteile der über CD81 an 9,1 µm ø-Beads gebundenen Partikel, 
welche sowohl den membrangängigen Farbstoff DiI bzw. Exo-FITC (EF) als auch den exosomalen 
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5.3 Nachweis aufkonzentrierter exosomaler Marker 
Ein weiteres Merkmal von Exosomen ist der höhere Proteinanteil von Tetraspaninen an der 
Gesamtproteinmenge (Escola et al., 1998), welche u. a. CD9, CD63 und CD81 einschließen 
(Kowal et al., 2016). Daher wurden mittels Western Blot die Mengen der o. g. Oberflächen-
proteine von nativen HT1080-Zellen mit aus dem serumfreien Überstand dieser Zellen   
isolierten Partikeln verglichen (Abbildung 11). 
 
 
Abbildung 11: Vergleich der Mengen an exosomalen Markern von nativen HT1080-Zellen mit 
aus diesen gewonnenen Exosomen. Für jede Messung wurden 9 µg Protein zur gelelektrophoreti-
schen Auftrennung eingesetzt. Nach Inkubation der PVDF-Membran mit dem jeweiligen spezifischen 
Primärantikörper und entsprechenden Enzym-konjugierten Sekundärantikörper erfolgte die Visuali-








 Exosomen zur Übertragung zytosolischer Proteine 72  
 
6 Exosomen zur Übertragung zytosolischer Proteine 
Zunächst sollte gezeigt werden, dass die mittels Total Exosome Isolation Reagent aus Zell-
kulturen aufgereinigten Exosomen geeignet sind, zytosolische Proteine auf Zellen desglei-
chen und unterschiedlichen Typs zu übertragen. 
Dazu wurden 5 x 106 HT1080-Zellen, welche mit dem Plasmid #168 (Abbildung 12) transdu-
ziert wurden und GFP exprimierten, in insgesamt vier T225-Zellkulturflaschen mit dem   
entsprechenden Medium ausgesät. Nach 3-tägiger Expansion wurde das Zellkulturmedium 
abgenommen und durch serumfreies Medium ersetzt. Nach weiteren zwei Tagen Inkubation 
wurden die aus den Zellen freigesetzten Exosomen isoliert und standen nun für die nach- 
folgenden Experimente zur Verfügung. 
 
 
Abbildung 12: Schematische Darstellung der sequenziellen Abfolge des in HT1080-Zellen 
transduzierten Plasmids #168. pEFS: Elongation factor 1-alpha short promoter; luc2: Firefly luci-
ferase 2; P2A: Peptid 2A; eGFP: Enhanced green fluorescent protein; IRES: Interne ribosomale Ein-
trittsstelle; pac: Puromycin N-Acetyltransferase 
 
6.1 Charakterisierung der Donorzellen 
Im Gegensatz zu nativen HT1080-Zellen zeigten HT1080_TD#168-Zellen eine deutliche 
GFP-Fluoreszenz im Fluoreszenzmikroskop (Abbildung 13A). Des Weiteren wurden durch-
flusszytometrische Analysen bezüglich der Expression exosomaler Oberflächenmarker sowie 
von GFP durchgeführt (Abbildungen 13B-D).  
Für jede Messung wurden dabei 0,5 x 106 native HT1080-Zellen bzw. 
HT1080_TD#168-Zellen in jeweils 100 µL PBS resuspendiert und mit APC-konjugierten An-
tikörpern gegen die Oberflächenmarker CD9, CD63 und CD81 gefärbt. Als Kontrollen dienten 
die gleichen Zellen, welche mit dem Isotyp-Antikörper inkubiert wurden. Bei der Überprüfung 
der GFP-Expression wurden keine Antikörper eingesetzt. Bei jeder Messung wurden min-
destens 4,3 x 104 Ereignisse ausgewertet.  
 Exosomen zur Übertragung zytosolischer Proteine 73  
 
 
Abbildung 13: Charakterisierung der mit Plasmid #168 transduzierten HT1080-Zellen 
(HT1080_TD#168) im Vergleich zu nativen HT1080-Zellen. 
A Hellfeld- und Fluoreszenzaufnahmen von GFP-positiven HT1080_TD#168-Zellen verglichen mit 
nativen HT1080-Zellen. Der sich am rechten unteren Bildrand befindende Balken entspricht einer 
Länge von 25 µm. 
B Repräsentative durchflusszytometrische Messung von nativen HT1080-Zellen und 
HT1080_TD#168-Zellen zur Detektion von GFP. 
C Für die durchflusszytometrische Analyse der Expression exosomaler Oberflächenmarker wurden 
jeweils 0,5 x 106 Zellen in 100 µL PBS mit dem entsprechenden spezifischen APC-konjugierten   
Antikörper gefärbt (s. farbige Graphen). Die schwarzen Kurven verdeutlichen die jeweiligen       
Isotyp-Kontrollen. 
D HT1080_TD#168-Zellen wurden mittels Durchflusszytometrie auf ihre GFP-Expression analysiert 
(grüner Graph). Als Kontrolle dienten native HT1080-Zellen (grauer Graph). 
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Tabelle 16 zeigt die zusammengefassten durchflusszytometrischen Daten in Hinsicht auf die 
Expression von exosomalen Oberfächenmarkern und GFP der HT1080_TD#168-Zellen  
gegenüber nativen HT1080-Zellen. 
 
Expression Native HT1080 HT1080_TD#168 
CD9 34,9 % ± 1,8 % (n = 6) 17,5 % ± 1,4 % (n = 3) 
CD63 99,2 % ± 0,3 % (n = 6) 96,4 % ± 0,4 % (n = 3) 
CD81 99,4 % ± 0,3 % (n = 6) 99,1 % ± 0,4 % (n = 3) 
GFP - (n = 3) 98,55 % ± 0,04 % (n = 3) 
Tabelle 16: Expressionslevel von exosomalen Oberflächenmarkern und GFP der mit Plasmid 
#168 transduzierten HT1080-Zellen (HT1080_TD#168) gegenüber nativen HT1080-Zellen. Darge-
stellt sind die Mittelwerte und dazugehörigen Standardabweichungen. In Klammern ist die jeweilige 
Anzahl der durchgeführten Versuche angezeigt. 
 
6.2 Nachweis und Charakterisierung der Exosomen 
Die aus den Zellkulturüberständen von HT1080_TD#168-Zellen isolierten Partikel ent-  
sprachen Komplexen mit exosomalen Markern. In Tabelle 17 sind die gemittelten Werte aus 
jeweils zwei Analysen dargestellt. Zum Vergleich sind die Ergebnisse der aus nativen 
HT1080-Zellen analysierten Partikel aufgelistet. 
 
Komplex Native HT1080-Exosomen HT1080_TD#168-Exosomen 
Beads(CD9) / CD81 97,3 % 95,8 % 
Beads(CD63) / CD81 96,8 % 97,0 % 
Beads(CD81) / CD63 96,8 % 96,3 % 
Tabelle 17: Nachweis von Komplexen mit exosomalen Markern im Durchflusszytometer. Aufge-
führt sind die Anteile von Partikeln bezüglich zweier exosomaler Marker, welche mittels Total Exosome 
Isolation Reagent aus dem Überstand der jeweiligen Zellen isoliert wurden. Die Partikel wurden zur 
durchflusszytometrischen Visualisierung über einen exosomalen Marker an 9,1 µm ø-Beads gebunden 
und gegen einen weiteren exosomalen Marker gefärbt. Dargestellt sind die Mittelwerte aus zwei  
Messungen. 
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Tabelle 18 zeigt die Anteile der Komplexe, welche zum einen exosomale Marker als auch 
eine Doppellipidmembran implizierten. 
 
Komplex Native HT1080-Exosomen HT1080_TD#168-Exosomen 
Beads(CD81) / DiI / CD63 76,3 % 85,2 % 
Beads(CD81) / EF / CD63 83,3 % 91,3 % 
Tabelle 18: Nachweis von membranhaltigen Komplexen mit exosomalen Markern im Durch-
flusszytometer. Mittels Total Exosome Isolation Reagent aus dem Zellkulturüberstand aufgereinigte 
Partikel wurden zur durchflusszytometrischen Visualisierung über den exosomalen Marker CD81 an  
9,1 µm ø-Beads gebunden und gegen einen weiteren exosomalen Marker gefärbt. Zudem wurde die 
Membran über die Farbstoffe DiI und Exo-FITC (EF) detektiert. Zu sehen sind die Anteile der an Beads 
gebunden Partikel, welche sowohl den Farbstoff als auch den exosomalen Marker CD63 aufwiesen. 
 
Zudem zeigten die Teilchen einen höheren Anteil der exosomalen Marker CD9, CD63 und 
CD81 an der gesamten Proteinmenge, wohingegen GFP und Aktin abgereichert wurden 
(Abbildung 14A). 
Die Auswertung mittels NTA ergab eine durchschnittliche Größe der Teilchen von      
(133,1 ± 48,7) nm mit einem Modalwert von 131,0 nm. Im Vergleich dazu hatten die aus  
nativen HT1080-Zellen isolierten Partikel einen Durchmesser von (124,7 ± 46,7) nm, wobei 
der Modalwert bei 127,2 nm lag (Abbildung 14C). 
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Abbildung 14: Nachweis und Charakterisierung von HT1080_TD#168-Exosomen mittels Wes-
tern Blot und NTA. 
A Für den Vergleich der Mengen an exosomalen Markern und zytosolischen Proteinen zwischen 
HT1080_TD#168-Exosomen und deren Donorzellen wurden jeweils 9 µg Protein zur gelelektropho- 
retischen Auftrennung eingesetzt. Nach Inkubation der PVDF-Membran mit dem entsprechenden spe-
zifischen Primärantikörper und dazugehörigen Enzym-konjugierten Sekundärantikörper erfolgte die 
Visualisierung der Proteinmengen in einer Geldokumentationsanlage. 
B Nachweis von GFP in HT1080_TD#168-Exosomen. Die Analyse erfolgte analog zu A mit einer  
eingesetzten Proteinmenge von 36 µg. 
C Dargestellt ist die durchschnittliche Größenverteilung der aus HT1080_TD#168-Zellen isolierten 
Partikel (grüner Graph) im Vergleich zu aus nativen HT1080-Zellen gewonnenen Teilchen (schwarzer 
Graph). Bei den mittels ZetaView PMX 110 durchgeführten Analysen wurden jeweils drei Zyklen mit je   
elf Positionen gemessen. 
 
 Exosomen zur Übertragung zytosolischer Proteine 77  
 
6.3 Analyse des exosomalen Transports 
Bei der Analyse des exosomalen Transports von GFP wurden 5 x 104 native HT1080- bzw. 
293T-Zellen pro Kavität einer 24-Well-Zellkulturplatte über Nacht im Brutschrank kultiviert. 
Nach Abnahme des Mediums wurden jeweils 150 µg HT1080_TD#168-Exosomen mit den 
adhärierten Zellen in 300 µL EMEM für 6 h inkubiert.  
Die durchflusszytometrischen Messungen ergaben, dass (55,4 ± 7,4) % der HT1080-Zellen, 
aber nur lediglich (4,3 ± 1,9) % der 293T-Zellen nach der Inkubation mit 
HT1080_TD#168-Exosomen GFP-positiv waren (Abbildung 15A). Der Unterschied war mit  
p = 0,0003 im t-Test höchst signifikant (Abbildung 15B). 
 
 
Abbildung 15: Anteile GFP-positiver HT1080- und 293T-Zellen nach 6-stündiger Inkubation mit 
HT1080_TD#168-Exosomen.  
A 5 x 104 native HT1080- bzw. 293T-Zellen wurden pro Kavität einer 24-Well-Zellkulturplatte über 
Nacht kultiviert. Nach Abnahme des Mediums wurden jeweils 150 µg der Exosomen mit den adhä-
rierten Zellen in 300 µL EMEM für 6 h inkubiert. Die Zellen wurden anschließend im Durchflusszyto-
meter auf ihre GFP-Positivität analysiert (grüner Graph). Als Kontrolle dienten die jeweiligen Zellen, 
welche mit nativen HT1080-Exosomen inkubiert wurden (grauer Graph). 
B Graphische Zusammenfassung der mittels Durchflusszytometrie erfassten Daten bezüglich der 
GFP-Positivität von HT1080-Zellen (n = 3) gegenüber 293T-Zellen (n = 3) nach Inkubation mit 
HT1080_TD#168-Exosomen, *** (p ≤ 0,001) im t-Test. 
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7 Exosomen zur Übertragung membrangebundener Prote-
ine 
Um zu testen, ob Exosomen zur Übertragung membrangebundener Proteine fähig sind, 
wurden humane Fibrosarkom-Zellen mit dem Plasmid #233 (Abbildung 16) transduziert. Die 
selektierten Zellen sollten die Eigenschaft besitzen, das humane tissue inhibitor of matrix 
metalloproteinase-1 (TIMP-1) als therapeutisches Protein über einen Glycosylphosphatidyl- 
inositol-Anker (GPI-Anker) aus dem Lymphozytenfunktionsantigen 3 (LFA-3) an ihrer Ober-
fläche zu exprimieren.  
GPI-Anker werden im Laufe einer posttranslationalen Modifikation an Proteine gebunden und 
können in eine Lipiddoppelschicht integrieren (Heider et al., 2016). 
Zudem sollten die Zellen GFP-positiv sein, um gegebenenfalls die Übertragung eines zytoso-
lischen Proteins als Positivkontrolle zu gewährleisten. 
 
 
Abbildung 16: Schematische Darstellung der sequenziellen Abfolge des in HT1080-Zellen 
transduzierten Plasmids #233. pEFS: Elongation factor 1-alpha short promoter; TIMP-1: Tissue  
inhibitor of matrix metalloproteinase 1; myc: Myelocytomatose-Onkogen; GPI: Glycosylphosphatidyl- 
inositol; IRES: Interne ribosomale Eintrittsstelle; pac: Puromycin N-Acetyltransferase; P2A: Peptid 2A; 
eGFP: Enhanced green fluorescent protein 
 
7.1 Charakterisierung der Donorzellen 
Zur Prüfung der Expression von TIMP-1 auf HT1080_TD#233-Zellen wurde ein spezifischer 
Primärantikörper eingesetzt, wobei als Negativkontrolle native Zellen dienten, welche mit 
demselben Ak gefärbt wurden (Abbildungen 17A-B). Außerdem wurden die 
HT1080_TD#233-Zellen gegen die Oberflächenmarker CD9, CD63 und CD81 gefärbt, wäh-
rend als Kontrollen die gleichen Zellen mit dem Isotyp-Ak inkubiert wurden (Abbildung 17C).  
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Abbildung 17: Charakterisierung der mit Plasmid #233 transduzierten HT1080-Zellen 
(HT1080_TD#233-Zellen) im Vergleich zu nativen HT1080-Zellen. 
A zeigt repräsentativ die durchflusszytometrische Messung von nativen HT1080-Zellen und 
HT1080_TD#233-Zellen zur Detektion von TIMP-1. 
B HT1080_TD#233-Zellen wurden mittels Durchflusszytometrie auf ihre TIMP-1 -Expression analysiert 
(blauer Graph). Dazu wurden 0,5 x 106 Zellen in 100 µL PBS mit dem entsprechenden spezifischen 
APC-konjugierten Antikörper inkubiert. Als Kontrolle dienten native HT1080-Zellen, welche mit   
demselben Primärantikörper gefärbt wurden (grauer Graph). 
C Für die durchflusszytometrische Analyse der Expression exosomaler Oberflächenmarker wurden 
jeweils 0,5 x 106 Zellen in 100 µL PBS mit dem entsprechenden spezifischen APC-konjugierten Anti-
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In Tabelle 19 sind die mittels Durchflusszytometer erfassten Daten von 
HT1080_TD#233-Zellen im Vergleich zu nativen HT1080-Zellen dargestellt. 
 
Expression Native HT1080 HT1080_TD#233 
CD9 34,9 % ± 1,8 % (n = 6) 34,2 % ± 1,2 % (n = 4) 
CD63 99,2 % ± 0,3 % (n = 6) 99,3 % ± 0,2 % (n = 4) 
CD81 99,4 % ± 0,3 % (n = 6) 99,4 % ± 0,3 % (n = 4) 
TIMP-1 - (n = 4) 82,7 % ± 0,5 % (n = 3) 
Tabelle 19: Expressionslevel von exosomalen Oberflächenmarkern und TIMP-1 der mit Plasmid 
#233 transduzierten HT1080-Zellen (HT1080_TD#233). Dargestellt sind die Mittelwerte und jeweili-
gen Standardabweichungen. In Klammern ist die jeweilige Anzahl der durchgeführten Versuche an-
gezeigt. 
 
7.2 Nachweis und Charakterisierung der Exosomen 
Es konnte mittels Durchflusszytometrie gezeigt werden, dass es sich bei den aus dem   
serumfreien Überstand von HT1080_TD#233-Zellen isolierten Partikeln um Komplexe mit 
exosomalen Markern handelte, welche zudem eine intakte Lipiddoppelmembran aufwiesen. 
Die jeweiligen Ergebnisse sind in den Tabellen 20-21 aufgelistet. 
 
Komplex Native HT1080-Exosomen HT1080_TD#233-Exosomen 
Beads(CD9) / CD81 97,3 % 94,9 % 
Beads(CD63) / CD81 96,8 % 94,4 % 
Beads(CD81) / CD63 96,8 % 96,0 % 
Tabelle 20: Nachweis von Komplexen mit exosomalen Markern im Durchflusszytometer. Aufge-
führt sind die Anteile von Partikeln bezüglich zweier exosomaler Marker, welche mittels Total Exosome 
Isolation Reagent aus dem Überstand nativer und HT1080_TD#233-Zellen isoliert wurden. Die Partikel 
wurden zur durchflusszytometrischen Visualisierung über einen exosomalen Marker an              
9,1 µm ø-Beads gebunden und gegen einen weiteren exosomalen Marker gefärbt. Dargestellt sind die 
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Komplex Native HT1080-Exosomen HT1080_TD#233-Exosomen 
Beads(CD81) / DiI / CD63 76,3 % 77,2 % 
Beads(CD81) / EF / CD63 83,3 % 80,8 % 
Tabelle 21: Nachweis von membranhaltigen Komplexen mit exosomalen Markern im Durch-
flusszytometer. Die aus dem Zellkulturüberstand aufgereinigte Partikel wurden zur durchflusszyto-
metrischen Visualisierung über den exosomalen Marker CD81 an 9,1 µm ø-Beads gebunden und 
gegen einen weiteren exosomalen Marker gefärbt. Zudem wurde die Membran über die Farbstoffe DiI 
und Exo-FITC (EF) detektiert. Zu sehen sind die Anteile der an Beads gebunden Partikel, welche  
sowohl den Farbstoff als auch den exosomalen Marker CD63 aufwiesen. 
 
HT1080_TD#233-Exosomen besaßen in Bezug auf den Gesamtproteinanteil einen größeren 
Anteil an den exosomalen Markern CD9, CD63 und CD81 als auch an membrangebundenem 
TIMP-1, welches nicht in Exosomen aus nativen HT1080-Zellen detektiert werden konnte. 
Aktin war dagegen in Exosomen abgereichert (Abbildungen 18A-B).  
Im Vergleich zu nativen HT1080-Exosomen mit einer durchschnittlichen Größe von     
(124,7 ± 46,7) nm und einem Modalwert von 127,2 nm unterschieden sich 
HT1080_TD#233-Exosomen mit einem Durchmesser von (124,7 ± 51,6) nm und einem  
Modalwert von 122,7 nm (Abbildung 18C) wahrscheinlich nicht. 
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Abbildung 18: Nachweis und Charakterisierung von HT1080_TD#233-Exosomen mittels Wes-
tern Blot und NTA.  
A Für den Vergleich der Mengen an exosomalen Markern und zytosolischem Protein zwischen 
HT1080_TD#233-Exosomen und deren Donorzellen wurden jeweils 9 µg Protein zur gelelektropho- 
retischen Auftrennung eingesetzt. Nach Inkubation der PVDF-Membran mit dem entsprechenden spe-
zifischen Primärantikörper und dazugehörigen Enzym-konjugierten Sekundärantikörper erfolgte die 
Visualisierung der Proteinmengen in einer Geldokumentationsanlage. 
B Im Gegensatz zu HT1080_TD#233-Exosomen konnte kein TIMP-1 in nativen HT1080-Exosomen 
detektiert werden. Die Analyse erfolgte analog zu A. 
C Dargestellt ist die durchschnittliche Größenverteilung der aus HT1080_TD#233-Zellen isolierten 
Partikel (blauer Graph) verglichen mit aus nativen HT1080-Zellen gewonnenen Teilchen (schwarzer 
Graph). Bei den mittels ZetaView PMX 110 durchgeführten Analysen wurden jeweils drei Zyklen mit je   
elf Positionen gemessen. 
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7.3 Analyse des exosomalen Transports 
Bei der Analyse des exosomalen Transports von TIMP-1_GPI wurden 5 x 104 native HT1080- 
bzw. 293T-Zellen pro Kavität einer 24-Well-Zellkulturplatte über Nacht kultiviert. Nach Ab-
nahme des Mediums wurden jeweils 150 µg der in 300 µL EMEM resuspendierten Exosomen 
mit den adhärierten Zellen für 6 h inkubiert. Anschließend wurden die Zellen mit einem 
APC-konjugierten Antikörper gefärbt. Als Negativkontrolle dienten native Zellen, welche mit 
nativen HT1080-Exosomen inkubiert und mit demselben spezifischen Primärantikörper   
gefärbt wurden.  
Die durchflusszytometrischen Analysen zeigten, dass (62,4 ± 11,9) % der HT1080-Zellen und 
(28,0 ± 5,6) % der 293T-Zellen nach der Inkubation mit HT1080_TD#233-Exosomen 
TIMP-1-positiv waren (Abbildung 19A). Die Differenz war mit p = 0,004 im t-Test hoch signi-
fikant (Abbildung 19B). 
 
 
Abbildung 19: Anteile TIMP-1-positiver HT1080- und 293T-Zellen nach 6-stündiger Inkubation 
mit HT1080_TD#233-Exosomen.  
A 5 x 104 native HT1080- bzw. 293T-Zellen wurden pro Kavität einer 24-Well-Zellkulturplatte über 
Nacht kultiviert. Nach Abnahme des Mediums wurden jeweils 150 µg Exosomen mit den adhärierten 
Zellen in 300 µL EMEM für 6 h inkubiert. Die Zellen wurden anschließend im Durchflusszytometer 
mittels spezifischem Primärantikörper auf ihre TIMP-1-Positivität analysiert (blauer Graph). Als Kon-
trolle dienten die jeweiligen Zellen, welche mit nativen HT1080-Exosomen inkubiert und demselben 
Antikörper gefärbt wurden (grauer Graph). 
B Graphische Zusammenfassung der mittels Durchflusszytometrie erfassten Daten bezüglich der 
TIMP-1-Positivität von HT1080-Zellen (n = 3) gegenüber 293T-Zellen (n = 4) nach Inkubation mit 
HT1080_TD#233-Exosomen, ** (p ≤ 0,01) im t-Test. 
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8 Erhöhte Integration von mRNA in Exosomen 
In einem weiteren Schritt wurde der Versuch unternommen, die Expression eines via Exo-
somen übertragenen Transgens in der Empfängerzelle zu erhöhen.  
Bolukbasi und Mitarbeiter verglichen 2012 mittels DNS-Microarrays die Mengen an RNS von 
Zellen aus zwei humanen primären Glioblastomen und zwei primären Melanomen mit aus 
diesen isolierten Mikrovesikeln (MV). 
Die gegenüber ihren Donorzellen 20 am häufigsten in MV vorkommenden mRNAs wurden mit 
Hilfe der multiplen Sequenzalignierung auf Gemeinsamkeiten in der 3‘-untranslated region 
(3‘-UTR) analysiert. Die aus den 20 Transkripten natürlich vorkommende Sequenz, welche 
der gebildeten Konsensussequenz am ähnlichsten war, entsprach der aus 25 Nukleotiden 
(nt) aufgebauten 3‘-UTR von Galanin-Rezeptor-3-mRNA und wurde als 
„Zipcode“-like-Sequenz (ZIP) deklariert. 
In dieser Arbeit wurde die ZIP zum vermehrten Einbau der mRNA in Exosomen nach der 
Sequenz des jeweiligen Transgens integriert (Abbildung 20). 
Die erhöhte Expression sollte sowohl ein zytosolisches (GFP) als auch ein membrangebun-
denes Protein (TIMP-1) einbeziehen. 
 
 
Abbildung 20: Vergleich der Konstrukte mit und ohne „Zipcode“-like-Sequenz. Schematisch 
dargestellt sind die sequenziellen Abfolgen der in HT1080-Zellen transduzierten Plasmide #168 und 
#230. pEFS: Elongation factor 1-alpha short promoter; luc2: Firefly luciferase 2; P2A: Peptid 2A; eGFP: 
Enhanced green fluorescent protein; IRES: Interne ribosomale Eintrittsstelle; pac: Puromycin 
N-Acetyltransferase; ZIP: „Zipcode“-like-Sequenz 
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8.1 Vergleich der Konstrukte #168 (GFP) und #230 (GFP_ZIP) 
8.1.1 Charakterisierung der Donorzellen 
Abbildung 21 veranschaulicht die mittels Durchflusszytometrie durchgeführten Analysen zur 
Charakterisierung der HT1080_TD#230-Zellen, welche mit einem um ZIP erweitertem, 
GFP-kodierendem Plasmid transduziert wurden, verglichen mit HT1080_TD#168-Zellen. 
 
 
Abbildung 21: Charakterisierung der mit Plasmid #230 transduzierten HT1080-Zellen 
(HT1080_TD#230) im Vergleich zu HT1080_TD#168-Zellen. 
A Hellfeld- und Fluoreszenzaufnahme von GFP-positiven HT1080_TD#230-Zellen. Der sich am rech-
ten unteren Bildrand befindende Balken entspricht einer Länge von 25 µm. 
B HT1080_TD#230-Zellen wurden mittels Durchflusszytometrie auf ihre GFP-Expression analysiert 
(grüner Graph). Als Kontrolle dienten native HT1080-Zellen (grauer Graph). Zum Vergleich ist zusätz-
lich die GFP-Expression von HT1080_TD#168-Zellen dargestellt. 
C Für die durchflusszytometrische Analyse der Expression exosomaler Oberflächenmarker wurden 
jeweils 0,5 x 106 HT1080_TD#230-Zellen in 100 µL PBS mit dem entsprechenden spezifischen 
APC-konjugierten Antikörper gefärbt (farbige Graphen). Die schwarzen Kurven verdeutlichen die je-
weiligen Isotyp-Kontrollen. Daneben sind die entsprechenden Histogramme von 
HT1080_TD#168-Zellen zum Vergleich dargestellt. 
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Tabelle 22 zeigt die mittels Durchflusszytometrie erfassten Daten zur Charakterisierung von 
HT1080_TD#230-Zellen gegenüber HT1080_TD#168-Zellen. 
 
Expression HT1080_TD#168 HT1080_TD#230 
CD9 17,5 % ± 1,4 % (n = 3) 38,0 % ± 1,2 % (n = 6) 
CD63 96,4 % ± 0,4 % (n = 3) 99,2 % ± 0,1 % (n = 6) 
CD81 99,1 % ± 0,4 % (n = 3) 99,4 % ± 0,1 % (n = 6) 
GFP 98,55 % ± 0,04 % (n = 3) 98,2 % ± 0,2 % (n = 3) 
Tabelle 22: Expressionslevel von exosomalen Oberflächenmarkern sowie GFP der 
HT1080_TD#233-Zellen gegenüber HT1080_TD#168-Zellen. Dargestellt sind die Mittelwerte und 
jeweiligen Standardabweichungen. In Klammern ist die jeweilige Anzahl der durchgeführten Versuche    
angezeigt. 
 
8.1.2 Nachweis und Charakterisierung der Exosomen 
Bei den aus den Zellkulturüberständen isolierten Partikeln handelte es sich um lipidmem- 
branhaltige Komplexe mit exosomalen Markern (Tabellen 23-24). 
 
Komplex HT1080_TD#168-Exosomen HT1080_TD#230-Exosomen 
Beads(CD9) / CD81 95,8 % 92,9 % 
Beads(CD63) / CD81 97,0 % 94,6 % 
Beads(CD81) / CD63 96,3 % 96,3 % 
Tabelle 23: Nachweis von Komplexen mit exosomalen Markern im Durchflusszytometer. Aufge-
führt sind die Anteile von Partikeln bezüglich zweier exosomaler Marker, welche mittels Total Exosome 
Isolation Reagent aus dem Überstand von HT1080_TD#168-Zellen und HT1080_TD#233-Zellen iso-
liert wurden. Die Partikel wurden zur durchflusszytometrischen Visualisierung über einen exosomalen 
Marker an 9,1 µm ø-Beads gebunden und gegen einen weiteren exosomalen Marker gefärbt. Darge-
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Komplex HT1080_TD#168-Exosomen HT1080_TD#230-Exosomen 
Beads(CD81) / DiI / CD63 85,2 % 77,5 % 
Beads(CD81) / EF / CD63 91,3 % 79,8 % 
Tabelle 24: Nachweis von membranhaltigen Komplexen mit exosomalen Markern im Durch-
flusszytometer. Mittels Total Exosome Isolation Reagent aus dem Zellkulturüberstand aufgereinigte 
Partikel wurden zur durchflusszytometrischen Visualisierung über den exosomalen Marker CD81 an  
9,1 µm ø-Beads gebunden und gegen einen weiteren exosomalen Marker gefärbt. Zudem wurde die 
Membran über die Farbstoffe DiI und Exo-FITC (EF) detektiert. Zu sehen sind die Anteile der an Beads 
gebunden Partikel, welche sowohl den Farbstoff als auch den exosomalen Marker CD63 aufwiesen. 
 
Zudem zeigten die aus HT1080_TD#230-Zellen gewonnenen Exosomen einen höheren An-
teil an den Oberflächenmarkern CD9, CD63 und CD81 sowie des membrangebundenen 
Proteins TIMP-1 am gesamten Proteingehalt, wohingegen Aktin gegenüber den Parentalzel-
len abgereichert war (Abbildung 22A). 
Obwohl HT1080_TD#230-Zellen und HT1080_TD#168-Zellen vergleichbare Fluoreszenz- 
intensitäten zeigten (keine Abbildung), war die Menge an GFP in 
HT1080_TD#230-Exosomen geringer als in HT1080_TD#168-Exosomen (Abbildung 22B). 
Die aus HT1080_TD#230-Zellen gewonnenen Exosomen hatten eine durchschnittliche Grö-
ße von (126,6 ± 43,6) nm und einen Modalwert von 125,8 nm. Im Vergleich dazu hatten 
HT1080_TD#168-Exosomen einen Durchmesser von (133,1 ± 48,7) nm, wobei der Modal-
wert bei 131,0 nm lag (Abbildung 22C). 
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Abbildung 22: Nachweis und Charakterisierung von HT1080_TD#230-Exosomen mittels Wes-
tern Blot und NTA. 
A Für den Vergleich der Mengen an exosomalen Markern und zytosolischen Proteinen zwischen 
HT1080_TD#230-Exosomen und deren Parentalzellen wurden jeweils 9 µg Protein zur gelelektropho- 
retischen Auftrennung eingesetzt. Nach Inkubation der PVDF-Membran mit dem entsprechenden spe-
zifischen Primärantikörper und dazugehörigen Enzym-konjugierten Sekundärantikörper erfolgte die 
Visualisierung der Proteinmengen in einer Geldokumentationsanlage. 
B Verglichen mit HT1080_TD#168-Exosomen beinhalteten HT1080_TD#230-Exosomen geringere 
Mengen an GFP. Die Analyse erfolgte analog zu A. 
C Dargestellt ist die durchschnittliche Größenverteilung der aus HT1080_TD#230-Zellen isolierten 
Partikel (lila Graph) verglichen mit HT1080_TD#168-Exosomen (grüner Graph). Bei den mittels 
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8.1.3 Analyse der in Exosomen enthaltenen mRNA mittels qRT-PCR 
Mit Hilfe der quantitativen Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (qRT-PCR) wurden die 
GFP-mRNA-Gehälter von Exosomen verglichen, welche aus HT1080-Zellen aufgereinigt 
wurden, die mit Plasmid #168 (GFP) bzw. #230 (GFP_ZIP) transduziert waren. 
Dazu wurde zunächst die RNS aus HT1080_TD#168- und HT1080_TD#230-Exosomen mit-
tels Total Exosome RNA & Protein Isolation Kit isoliert und anschließend auf die gewünschte 
Konzentration eingestellt. Zur Entfernung von DNS wurden die Proben mit dem TURBO 
DNA-free Kit behandelt. 
In einem weiteren Schritt wurde mittels Omniscript RT Kit aus der jeweiligen RNS die cDNA 
synthetisiert, mit welcher schließlich GFP und GAPDH per qRT-PCR amplifiziert wurden. Als 
Kontrolle wurde analog die RNS sowohl aus nativen HT1080-Exosomen als auch aus 
HT1080_TD#168-Zellen analysiert. Die entsprechenden Cp-Werte sind in Tabelle 25 aufge-
führt.  
 
Exosomen Cp-Wert GFP [Zyklus] Cp-Wert GAPDH [Zyklus] 
Native HT1080 28,4 ± 0,1 25,7 ± 0,1 
HT1080_TD#168 27,5 ± 0,1 27,5 ± 0,2 
HT1080_TD#230 27,6 ± 0,2 25,9 ± 0,3 
Zellen Cp-Wert GFP [Zyklus] Cp-Wert GAPDH [Zyklus] 
HT1080_TD#168 20,1 ± 0,3 16,1 ± 0,2 
Tabelle 25: Darstellung der Cp-Werte von GFP und GAPDH aus den aufgelisteten Exosomen  
und Zellen nach Durchführung einer qRT-PCR. Es wurden jeweils 3 ng Gesamt-RNS für die   
Synthese der cDNA von GFP bzw. GAPDH verwendet. Angegeben sind die aus Triplikaten gebildeten 
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Da sich die Cp-Werte der untersuchten Exosomen am Rande des Detektionsbereichs    
befanden und somit die Aussagekraft gering war, wurden die Schmelzkurven der Proben zur 
Analyse herangezogen (Abbildung 23). In Bezug auf GFP (Schmelztemperatur Tm = 90,43 
°C) zeigte sich, dass der Peak der amplifizierten DNS aus HT1080_TD#230-Exosomen über 
dem von HT1080_TD#168-Exosomen lag. Im Gegensatz dazu war kein Peak bei nativen 
HT1080-Exosomen zu erkennen. Zum Vergleich ist diesbezüglich der Kurvenverlauf von aus 
HT1080_TD#168-Zellen amplifizierter DNS der gleichen Ausgangsmenge abgebildet. Die zu 
den jeweiligen Proben korrespondierenden Schmelzkurven von GAPDH (Tm = 83,69 °C) 
zeigten dagegen vergleichbare Maxima (Abbildung 23). 
 
 
Abbildung 23: Darstellung der Schmelzkurven von GFP und GAPDH nach Durchführung einer 
qRT-PCR. Es wurden jeweils 3 ng Gesamt-RNS für die Synthese von GFP- und GAPDH-cDNA  
verwendet. Zu sehen sind die gemessenen Triplikate der Schmelzkurven von GFP und GAPDH     
von Exosomen aus nativen HT1080-Zellen (grau), HT1080_TD#168-Zellen (rot) und 
HT1080_TD#230-Zellen (grün) sowie von HT1080_TD#168-Zellen (blau) zum Vergleich. 
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Dass es sich bei den amplifizierten Produkten tatsächlich um GFP bzw. GAPDH handelte, 
konnte mittels Gelelektrophorese gezeigt werden (Abbildung 24). 
 
 
Abbildung 24: Detektion der mittels qRT-PCR amplifizierten GFP- und GAPDH-cDNA von aus 
HT1080_TD#168-Zellen isolierten Exosomen mittels Gelelektrophorese. Für die Synthese der 
cDNA von GFP und GAPDH wurden jeweils 11 ng Gesamt-RNS eingesetzt. 20 µL der jeweiligen 
amplifizierten DNS wurden mit 4 µL Ladepuffer vermengt und 20 µL der Mischung pro Tasche eines     
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8.1.4 Analyse des exosomalen Transports 
150 µg HT1080_TD#230-Exosomen wurden mit jeweils 5 x 104 nativen HT1080- bzw. 
293T-Zellen pro Kavität einer 24-Well-Zellkulturplatte für 6 h in EMEM inkubiert. Die Zellen 
wurden im Anschluss daran mittels Durchflusszytometer auf ihre GFP-Positivität gemessen 
(Abbildung 25).  
Mit p = 0,0009 im t-Test ist die Differenz bezüglich des GFP-Transfers auf native 
HT1080-Zellen zwischen HT1080_TD#168-Exosomen und Exosomen aus 
HT1080_TD#230-Zellen höchst signifikant (Abbildung 25B). 
 
 
Abbildung 25: Anteile GFP-positiver HT1080- und 293T-Zellen nach 6-stündiger Inkubation mit 
HT1080_TD#230-Exosomen im Vergleich zu HT1080_TD#168-Exosomen.  
A 5 x 104 native HT1080- bzw. 293T-Zellen wurden pro Kavität einer 24-Well-Zellkulturplatte über 
Nacht kultiviert. Nach Abnahme des Mediums wurden jeweils 150 µg der in 300 µL EMEM resuspen-
dierten Exosomen mit den adhärierten Zellen für 6 h inkubiert. Die Zellen wurden anschließend im 
Durchflusszytometer auf ihre GFP-Positivität analysiert (lila Graph). Als Kontrolle dienten die jeweiligen 
Zellen, welche mit nativen HT1080-Exosomen inkubiert wurden (grauer Graph). Zum Vergleich ist die 
GFP-Positivität der Zellen nach Inkubation mit HT1080_TD#168-Exosomen zu sehen (grüner Graph). 
B Graphische Zusammenfassung der mittels Durchflusszytometrie erfassten Daten bezüglich der 
GFP-Positivität von HT1080-Zellen (n = 3) und 293T-Zellen (n = 3) nach Inkubation mit 
HT1080_TD#233-Exosomen (lila Balken) gegenüber HT1080_TD#168-Exosomen (grüne Balken),   
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Tabelle 26 zeigt die zusammengefassten durchflusszytometrischen Daten bezüglich der 
GFP-Positivität von HT1080- bzw. 293T-Zellen, welche mit HT1080_TD#230-Exosomen in-
kubiert wurden. Im Vergleich dazu sind die aus vorherigen Versuchen erfassten Ergebnisse 
von Zellen nach Inkubation mit HT1080_TD#168-Exosomen aufgelistet. 
 
Fokus Zellen Exosomen Ergebnis 
GFP 
Native HT1080 
HT1080_TD#168 55,4 % ± 7,4 % (n = 3) 
HT1080_TD#230 13,4 % ± 3,5 % (n = 3) 
Native 293T 
HT1080_TD#168 4,3 % ± 1,9 % (n = 3) 
HT1080_TD#230 2,8 % ± 1,3 % (n = 3) 
Tabelle 26: Anteile GFP-positiver HT1080- und 293T-Zellen nach Inkubation mit 
HT1080_TD#230-Exosomen gegenüber HT1080_TD#168-Exosomen. Dargestellt sind die Mittel-
werte und jeweiligen Standardabweichungen. In Klammern sind die Anzahlen der durchgeführten   
Versuche angezeigt. 
 
8.2 Vergleich der Konstrukte #233 (TIMP-1_GPI) und #234 
(TIMP-1_GPI_ZIP) 
8.2.1 Charakterisierung der Donorzellen 
Abbildung 27 zeigt die durchflusszytometrischen Daten hinsichtlich der Charakterisierung von 
HT1080_TD#233-Zellen verglichen mit HT1080_TD#234-Zellen, welche mit einem um ZIP   
ergänztem, TIMP-1_GP-kodierenden Plasmid (Abbildung 26) transduziert wurden. 
 
 
Abbildung 26: Vergleich der Konstrukte mit und ohne „Zipcode“-like-Sequenz. Schematisch 
dargestellt sind die sequenziellen Abfolgen der in HT1080-Zellen transduzierten Plasmide #233 und 
#234. pEFS: Elongation factor 1-alpha short promoter; TIMP-1: Tissue inhibitor of matrix metallo-  
proteinase 1; myc: Myelocytomatose-Onkogen; GPI: Glycosylphosphatidylinositol; IRES: Interne  
ribosomale Eintrittsstelle; pac: Puromycin N-Acetyltransferase; P2A: Peptid 2A; eGFP: Enhanced 
green fluorescent protein; ZIP: „Zipcode“-like-Sequenz 
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Abbildung 27: Charakterisierung der mit Plasmid #234 transduzierten HT1080-Zellen 
(HT1080_TD#234) im Vergleich zu HT1080_TD#233-Zellen. 
A Für die durchflusszytometrische Analyse der Expression exosomaler Oberflächenmarker wurden 
jeweils 0,5 x 106 Zellen in 100 µL PBS mit dem entsprechenden spezifischen APC-konjugierten   
Antikörper gefärbt (farbige Graphen). Die schwarzen Kurven verdeutlichen die jeweiligen Iso-
typ-Kontrollen. Daneben sind die entsprechenden Histogramme von HT1080_TD#233-Zellen zum 
Vergleich dargestellt. 
B HT1080_TD#234-Zellen wurden mittels Durchflusszytometrie auf ihre TIMP-1 -Expression analysiert 
(blauer Graph). Dazu wurden 0,5 x 106 Zellen in 100 µL PBS mit dem entsprechenden spezifischen 
APC-konjugierten Antikörper inkubiert. Als Kontrolle dienten native HT1080-Zellen, welche mit   
demselben Primärantikörper gefärbt wurden (grauer Graph). Zum Vergleich sind überdies die Histo-
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In Tabelle 27 sind die zusammengefassten durchflusszytometrischen Daten zur Charakteri-
sierung von HT1080_TD#234-Zellen im Vergleich zu HT1080_TD#233-Zellen aufgelistet. 
 
Expression HT1080_TD#233 HT1080_TD#234 
CD9 34,2 % ± 1,2 % (n = 4) 34,4 % ± 1,3 % (n = 4) 
CD63 99,3 % ± 0,2 % (n = 4) 99,0 % ± 0,3 % (n = 4) 
CD81 99,4 % ± 0,3 % (n = 4) 99,2 % ± 0,2 % (n = 4) 
TIMP-1 82,7 % ± 0,5 % (n = 3) 71,9 % ± 1,7 % (n = 3) 
Tabelle 27: Expressionslevel von exosomalen Oberflächenmarkern sowie TIMP-1 der mit  
Plasmid #234 transduzierten HT1080-Zellen (HT1080_TD#234) verglichen mit 
HT1080_TD#233-Zellen. Dargestellt sind die Mittelwerte und jeweiligen Standardabweichungen aus 
den durchflusszytometrischen Anylasen. In Klammern ist die jeweilige Anzahl der durchgeführten 
Versuche angezeigt. 
 
8.2.2 Nachweis und Charakterisierung der Exosomen 
Bei den aus HT1080_TD#234-Zellen aufgereinigten Partikeln handelte es sich um Komplexe 
mit exosomalen Markern (Tabelle 28), welche zudem eine intakte Lipiddoppelmembran  
besaßen (Tabelle 29). 
 
Komplex HT1080_TD#233-Exosomen HT1080_TD#234-Exosomen 
Beads(CD9) / CD81 94,9 % 95,7 % 
Beads(CD63) / CD81 94,4 % 94,9 % 
Beads(CD81) / CD63 96,0 % 96,4 % 
Tabelle 28: Nachweis von Komplexen mit exosomalen Markern im Durchflusszytometer. Aufge-
führt sind die Anteile von Partikeln bezüglich zweier exosomaler Marker, welche mittels Total Exosome 
Isolation Reagent aus dem Überstand von HT1080_TD#233-Zellen und HT1080_TD#234-Zellen iso-
liert wurden. Die Partikel wurden zur durchflusszytometrischen Visualisierung über einen exosomalen 
Marker an 9,1 µm ø-Beads gebunden und gegen einen weiteren exosomalen Marker gefärbt. Darge-
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Komplex HT1080_TD#233-Exosomen HT1080_TD#234-Exosomen 
Beads(CD81) / DiI / CD63 77,2 % 79,1 % 
Beads(CD81) / EF / CD63 80,8 % 83,1 % 
Tabelle 29: Nachweis von membranhaltigen Komplexen mit exosomalen Markern im Durch-
flusszytometer. Mittels Total Exosome Isolation Reagent aus dem Zellkulturüberstand aufgereinigte 
Partikel wurden zur durchflusszytometrischen Visualisierung über den exosomalen Marker CD81 an  
9,1 µm ø-Beads gebunden und gegen einen weiteren exosomalen Marker gefärbt. Zudem wurde die 
Membran über die Farbstoffe DiI und Exo-FITC (EF) detektiert. Zu sehen sind die Anteile der an Beads 
gebunden Partikel, welche sowohl den Farbstoff als auch den exosomalen Marker CD63 aufwiesen. 
 
Darüber hinaus war bei HT1080_TD#234-Exosomen der Anteil der Marker CD9, CD63 und 
CD81 als auch des membrangebundenen Proteins TIMP-1 hinsichtlich der Gesamtprotein-
menge höher, wohingegen Aktin in Exosomen abgereichert wurde (Abbildung 28A). 
Zudem war der Gehalt an TIMP-1 von HT1080_TD#234-Exosomen geringer als von 
HT1080_TD#233-Exosomen (Abbildung 28B). 
Die aus HT1080_TD#234-Zellen gewonnenen Exosomen hatten einen Durchmesser von 
(129,3 ± 49,3) nm und einen Modalwert von 133,3 nm. Im Vergleich dazu lag die durch-
schnittliche Größe von HT1080_TD#233_Exosomen bei (124,7 ± 51,6) nm mit einem    
Modalwert von 122,7 nm (Abbildung 28C). 
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Abbildung 28: Nachweis und Charakterisierung von HT1080_TD#234-Exosomen mittels Wes-
tern Blot und NTA.  
A Für den Vergleich der Mengen an exosomalen Markern und zytosolischen Proteinen zwischen 
HT1080_TD#234-Exosomen und deren Donorzellen wurden jeweils 9 µg Protein zur gelelektropho- 
retischen Auftrennung eingesetzt. Nach Inkubation der PVDF-Membran mit dem entsprechenden spe-
zifischen Primärantikörper und dazugehörigen Enzym-konjugierten Sekundärantikörper erfolgte die 
Visualisierung der Proteinmengen in einer Geldokumentationsanlage. 
B Verglichen mit HT1080_TD#233-Exosomen war die Menge an TIMP-1 von 
HT1080_TD#234-Exosomen geringer. Die Analyse erfolgte analog zu A. 
C Dargestellt ist die durchschnittliche Größenverteilung der aus HT1080_TD#234-Zellen isolierten 
Partikel (lila Graph) verglichen mit HT1080_TD#233-Exosomen (blauer Graph). Bei den mittels 
ZetaView PMX 110 durchgeführten Analysen wurden jeweils drei Zyklen mit je elf Positionen gemes-
sen. 
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8.2.3 Analyse des exosomalen Transports 
Abbildung 29 zeigt die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analysen von HT1080- und 




Abbildung 29: Anteile TIMP-1-positiver HT1080- und 293T-Zellen nach 6-stündiger Inkubation 
mit HT1080_TD#234-Exosomen im Vergleich zu HT1080_TD#233-Exosomen.  
A 5 x 104 native HT1080- bzw. 293T-Zellen wurden pro Kavität einer 24-Well-Zellkulturplatte über 
Nacht kultiviert. Nach Abnahme des Mediums wurden jeweils 150 µg der in 300 µL EMEM resuspen-
dierten Exosomen mit den adhärierten Zellen für 6 h inkubiert. Die Zellen wurden anschließend im 
Durchflusszytometer mittels spezifischem Antikörper auf ihre TIMP-1-Positivität analysiert (lila Graph). 
Als Kontrolle dienten Zellen, welche mit nativen HT1080-Exosomen inkubiert und demselben Antikör-
per gefärbt wurden (grauer Graph). Zum Vergleich ist die TIMP-1-Positivität der Zellen nach Inkubation 
mit HT1080_TD#233-Exosomen zu sehen (blauer Graph). 
B Graphische Zusammenfassung der mittels Durchflusszytometrie erfassten Daten bezüglich der 
TIMP-1-Positivität von HT1080-Zellen (n = 3) und 293T-Zellen (n = 3) nach Inkubation mit 
HT1080_TD#233-Exosomen (lila Balken) gegenüber HT1080_TD#233-Exosomen (blaue Balken). 
 
Tabelle 30 zeigt die mittels Durchflusszytometrie zusammengefassten Resultate im Hinblick 
auf TIMP-1-positive HT1080- und 293T-Zellen nach Inkubation mit 
HT1080_TD#234-Exosomen. Dem gegenüber sind die aus vorherigen Versuchen erfassten   
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Fokus Zellen Exosomen Ergebnis 
TIMP-1 
Native HT1080 
HT1080_TD#233 62,4 % ± 11,9 % (n = 3) 
HT1080_TD#234 73,0 % ± 11,2 % (n = 3) 
Native 293T 
HT1080_TD#233 28,0 % ± 5,6 % (n = 4) 
HT1080_TD#234 32,9 % ± 10,8 % (n = 3) 
Tabelle 30: Anteile TIMP-1-positiver HT1080- und 293T-Zellen nach Inkubation mit 
HT1080_TD#234-Exosomen gegenüber HT1080_TD#233-Exosomen. Dargestellt sind die Mittel-
werte und jeweiligen Standardabweichungen. In Klammern sind die Anzahlen der durchgeführten   
Versuche angezeigt. 
 
9 Wahl eines geeigneten Lipidankers zur Übertragung 
membrangebundener Proteine  
TIMP-1 besitzt die Fähigkeit Matrix-Metalloproteasen (MMP) zu inhibieren und somit das 
Wachstum eines Tumors zu behindern (Alameddine und Morgan, 2016). Da frühere Versu-
che zeigten, dass Exosomen in der Lage waren, TIMP-1_GPI auf Zielzellen zu transferieren, 
wurde mit der Transmembrandomäne aus dem humanen hämatopoetischen Vorläuferzel-
len-Antigen CD34 eine Alternative gegenüber dem GPI-Anker zur Übertragung des thera-
peutischen Proteins analysiert (Abbildung 30).  
 
 
Abbildung 30: Vergleich der Konstrukte mit unterschiedlichen Membranankern zur Bindung 
von TIMP-1. Schematisch dargestellt sind die sequenziellen Abfolgen der in HT1080-Zellen transdu-
zierten Plasmide #233 und #235. pEFS: Elongation factor 1-alpha short promoter; TIMP-1: Tissue 
inhibitor of matrix metalloproteinase 1; myc: Myelocytomatose-Onkogen; GPI: Glycosylphosphatidyl- 
inositol; MSD: Membrane-spanning domain; IRES: Interne ribosomale Eintrittsstelle; pac: Puromycin 
N-Acetyltransferase; P2A: Peptid 2A; eGFP: Enhanced green fluorescent protein 
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9.1 Vergleich der Konstrukte #233 (TIMP-1_GPI) und #235 
(TIMP-1_MSD) 
9.1.1 Charakterisierung der Donorzellen 
Die durchflusszytometrisch erfassten Analysen der HT1080_TD#235-Zellen betrafen die 
Expression von exosomalen Oberflächenmarkern und TIMP-1. Zum Vergleich sind die zur 
Charakterisierung der HT1080_TD#233-Zellen erhobenen Daten dargestellt (Abbildung 31). 
 
 
Abbildung 31: Charakterisierung der mit Plasmid #235 transduzierten HT1080-Zellen 
(HT1080_TD#235-Zellen) im Vergleich zu HT1080_TD#233-Zellen.  
A Für die durchflusszytometrische Analyse der Expression exosomaler Oberflächenmarker wurden 
jeweils 0,5 x 106 Zellen in 100 µL PBS mit dem entsprechenden spezifischen APC-konjugierten   
Antikörper gefärbt (farbige Graphen). Die schwarzen Kurven verdeutlichen die jeweiligen Iso-
typ-Kontrollen. Daneben sind die entsprechenden Histogramme von HT1080_TD#233-Zellen zum 
Vergleich dargestellt. 
B HT1080_TD#235-Zellen wurden mittels Durchflusszytometrie auf ihre TIMP-1 -Expression analysiert 
(blauer Graph). Dazu wurden 0,5 x 106 Zellen in 100 µL PBS mit dem entsprechenden spezifischen 
APC-konjugierten Antikörper inkubiert. Als Kontrolle dienten native HT1080-Zellen, welche mit   
demselben Primärantikörper gefärbt wurden (grauer Graph). Zum Vergleich sind die entsprechenden 
Histogramme von HT1080_TD#233-Zellen aufgeführt. 
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Tabelle 31 zeigt die durchflusszytometrischen Daten zur Charakterisierung von 
HT1080_TD#235-Zellen gegenüber HT1080_TD#233-Zellen. 
 
Expression HT1080_TD#233 HT1080_TD#235 
CD9 34,2 % ± 1,2 % (n = 4) 31,28 % ± 0,7 % (n = 6) 
CD63 99,3 % ± 0,2 % (n = 4) 99,33 % ± 0,3 % (n = 6) 
CD81 99,4 % ± 0,3 % (n = 4) 99,45 % ± 0,3 % (n = 6) 
TIMP-1 82,7 % ± 0,5 % (n = 3) 85,42 % ± 0,8 % (n = 4) 
Tabelle 31: Expressionslevel von exosomalen Oberflächenmarkern und GFP sowie TIMP-1 der 
mit Plasmid #235 transduzierten HT1080-Zellen (HT1080_TD#235) im Vergleich zu 
HT1080_TD#233-Zellen. Dargestellt sind die Mittelwerte und jeweiligen Standardabweichungen. In 
Klammern ist die jeweilige Anzahl der durchgeführten Versuche angezeigt. 
 
9.1.2 Nachweis und Charakterisierung der Exosomen 
Bei den aus den HT1080_TD#235-Zellkulturüberständen isolierten Partikeln handelte es sich 
um Komplexe mit exosomalen Markern, die über eine intakte Doppellipidmembran verfügten. 
Die jeweiligen Ergebnisse sind in den Tabellen 32-33 aufgelistet. 
 
Komplex HT1080_TD#233-Exosomen HT1080_TD#235-Exosomen 
Beads(CD9) / CD81 94,9 % 97,2 % 
Beads(CD63) / CD81 94,4 % 95,9 % 
Beads(CD81) / CD63 96,0 % 97,1 % 
Tabelle 32: Nachweis von Komplexen mit exosomalen Markern im Durchflusszytometer. Aufge-
führt sind die Anteile von Partikeln bezüglich zweier exosomaler Marker, welche mittels Total Exosome 
Isolation Reagent aus dem Überstand von HT1080_TD#233-Zellen und HT1080_TD#234-Zellen iso-
liert wurden. Die Partikel wurden zur durchflusszytometrischen Visualisierung über einen exosomalen 
Marker an 9,1 µm ø-Beads gebunden und gegen einen weiteren exosomalen Marker gefärbt. Darge-
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Komplex HT1080_TD#233-Exosomen HT1080_TD#235-Exosomen 
Beads(CD81) / DiI / CD63 77,2 % 79,9 % 
Beads(CD81) / EF / CD63 80,8 % 73,0 % 
Tabelle 33: Nachweis von membranhaltigen Komplexen mit exosomalen Markern im Durch-
flusszytometer. Mittels Total Exosome Isolation Reagent aus dem Zellkulturüberstand aufgereinigte 
Partikel wurden zur durchflusszytometrischen Visualisierung über den exosomalen Marker CD81 an  
9,1 µm ø-Beads gebunden und gegen einen weiteren exosomalen Marker gefärbt. Zudem wurde die 
Membran über die Farbstoffe DiI und Exo-FITC (EF) detektiert. Zu sehen sind die Anteile der an Beads 
gebunden Partikel, welche sowohl den Farbstoff als auch den exosomalen Marker CD63 aufwiesen. 
 
Des Weiteren wiesen HT1080_TD#235-Exosomen einen höheren Anteil an den Oberflächen- 
markern CD9, CD63 und CD81 in Relation zur gesamten Proteinmenge auf und besaßen 
zudem größere Mengen des membrangebundenen Proteins TIMP-1. Aktin war dagegen in 
Exosomen abgereichert (Abbildung 32A).  
Gegenüber HT1080_TD#233-Exosomen besaßen HT1080_TD#235-Exosomen geringere 
Mengen an TIMP-1 (Abbildung 32B). 
Mit einer durchschnittlichen Größe von (127,5 ± 48,2) nm und einem Modalwert von 127,1 nm 
waren HT1080_TD#235-Exosomen zudem mit HT1080_TD#233-Exosomen vergleichbar 
(Abbildung 32C). 
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Abbildung 32: Nachweis und Charakterisierung von HT1080_TD#235-Exosomen mittels Wes-
tern Blot und NTA.  
A Für den Vergleich der Mengen an exosomalen Markern und zytosolischen Proteinen zwischen 
HT1080_TD#235-Exosomen und deren Donorzellen wurden jeweils 9 µg Protein zur gelelektropho- 
retischen Auftrennung eingesetzt. Nach Inkubation der PVDF-Membran mit dem entsprechenden spe-
zifischen Primärantikörper und dazugehörigen Enzym-konjugierten Sekundärantikörper erfolgte die 
Visualisierung der Proteinmengen in einer Geldokumentationsanlage. 
B Verglichen mit HT1080_TD#233-Exosomen war die Menge an TIMP-1 von 
HT1080_TD#235-Exosomen geringer. Die Analyse erfolgte analog zu A. 
C Dargestellt ist die durchschnittliche Größenverteilung der aus HT1080_TD#235-Zellen isolierten 
Partikel (roter Graph) verglichen mit HT1080_TD#233-Exosomen (blauer Graph). Bei den mittels 
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9.1.3 Analyse des exosomalen Transports 
Nach 6-stündiger Inkubation von HT1080_TD#235-Exosomen mit nativen HT1080- bzw. 
293T-Zellen wurden die Zellen durchflusszytometrisch analysiert (Abbildung 33). 
 
 
Abbildung 33: Anteile TIMP-1-positiver HT1080- und 293T-Zellen nach 6-stündiger Inkubation 
mit HT1080_TD#235-Exosomen bzw. HT1080_TD#233-Exosomen.  
A 5 x 104 native HT1080- bzw. 293T-Zellen wurden pro Kavität einer 24-Well-Zellkulturplatte über 
Nacht kultiviert. Nach Abnahme des Mediums wurden jeweils 150 µg der in 300 µL EMEM resuspen-
dierten Exosomen mit den adhärierten Zellen für 6 h inkubiert. Die Zellen wurden anschließend im 
Durchflusszytometer auf ihre TIMP-1-Positivität analysiert (roter Graph). Als Kontrolle dienten die je-
weiligen Zellen, welche mit nativen HT1080-Exosomen inkubiert wurden (grauer Graph). Zum Ver-
gleich ist die TIMP-1-Positivität der Zellen nach Inkubation mit HT1080_TD#233-Exosomen zu sehen 
(blauer Graph). 
B Graphische Zusammenfassung der mittels Durchflusszytometrie erfassten Daten bezüglich der 
TIMP-1-Positivität von HT1080-Zellen (n = 3) und 293T-Zellen (n = 3) nach Inkubation mit 
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Die nach Inkubation mit HT1080_TD#235-Exosomen durchflusszytometrisch erfassten Daten 
bezüglich TIMP-1-positiver HT1080- und 293T-Zellen sind in Tabelle 34 veranschaulicht. 
Gegenübergestellt sind die aus weiteren Versuchen erfassten Ergebnisse der Zellen nach 
Inkubation mit HT1080_TD#233-Exosomen. 
 
Fokus Zellen Exosomen Ergebnis 
TIMP-1 
Native HT1080 
HT1080_TD#233 62,4 % ± 11,9 % (n = 3) 
HT1080_TD#235 63,3 % ± 17,2 % (n = 3) 
Native 293T 
HT1080_TD#233 28,0 % ± 5,6 % (n = 4) 
HT1080_TD#235 26,2 % ± 12,1 % (n = 4) 
Tabelle 34: Anteile TIMP-1-positiver HT1080- und 293T-Zellen nach Inkubation mit 
HT1080_TD#235-Exosomen gegenüber HT1080_TD#233-Exosomen. Dargestellt sind die Mittel-
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10 Überprüfung der Wirksamkeit von TIMP-1_GPI 
Um die Wirksamkeit von TIMP-1_GPI als therapeutisches Protein zu prüfen, wurde ein 
Scratch-Assay durchgeführt, bei welchem native HT1080-Zellen und TIMP-1_GPI-positive 
HT1080_TD#234-Zellen in Bezug auf ihr Migrationsverhalten miteinander verglichen wurden 
(Abbildungen 34B-C). Beide Populationen zeigten in früheren Versuchen vergleichbare Zell-
teilungsraten (Abbildung 34A).  
 
 
Abbildung 34: Vergleich zweier Zellpopulationen bezüglich ihres Migrationsverhaltens. 
A Native bzw. mit Plasmid #234 transduzierte HT1080-Zellen zeigten vergleichbare Zellteilungsraten. 
Es wurden jeweils 5 x 106 Zellen in Zellkulturflaschen ausgesät und nach der Exosomenernte gezählt.  
B Abbildungen der Zellen zu Beginn der Verwundung (t = 0 h) und 4 h danach. 




 Überprüfung der Wirksamkeit von TIMP-1_GPI 107  
 
Tabelle 35 gibt die zu den einzelnen Zeitpunkten nach Verwundung mittels ImageJ berech-
neten zellfreien Flächen wieder. 
 
 Größe an freier Fläche [pix] 
Zeitdauer nach Verwundung [h] Native HT1080-Zellen HT1080_TD#234-Zellen 
0 942628 (100 %) 945430 (100 %) 
1 710454 (75 %) 786034 (83 %) 
2 555195 (59 %) 682576 (72 %) 
3 187874 (20 %) 352976 (37 %) 
4 0 ( 0 %) 163770 (17 %) 
Tabelle 35: Größe der zellfreien Flächen bei der Migration nativer HT1080-Zellen verglichen mit 
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11 Zielgerichteter exosomaler Transfer  
Chemokine sind chemotaktische Zytokine, welche die Migration von Immunzellen kontrollie-
ren (Griffith et al., 2014; Kufareva et al., 2015). Darüber hinaus bindet ein Chemokin nur an 
eine bestimmte Familie an Rezeptoren (Kufareva et al., 2015). 
Unter diesen Voraussetzugen sollte ein System zum zielgerichteten exosomalen Transport 
auf Grundlage einer Chemokin-Chemokinrezeptor-Bindung etabliert werden. 
Infolgedessen wurden Exosomen aus L87/4-Zellen isoliert, welche das Interferon-γ-induzierte 
Protein 10 (IP-10 bzw. CXCL10) über einen GPI-Anker an der Zelloberfläche exprimierten. 
Um die Effizienz der exosomalen Übertragung feststellen zu können, waren die Zellen dar-
über hinaus mit einem Plasmid transfiziert, welches mit einer ZIP ergänzten GFP-Sequenz 
kodiert war (Abbildung 35). Als Kontrollen wurden Exosomen sowohl aus nativen 




Abbildung 35 Schematische Darstellung der sequenziellen Abfolgen der in L87/4-Zellen trans-
fizierten Plasmide #2944 und #3005. p: Promotor; IP-10: Interferon-γ-induziertes Protein 10; 
FramycPi: Fraktalkin-MYC-GPI; sGFP: Superfolder green fluorescent protein;                      
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11.1 Charakterisierung der Donorzellen 
Zum einen wurden native L87/4-Zellen als auch L87/4_TD#168-Zellen bzw. 
L87/4_TF#110-Zellen fluoreszenzmikroskopisch auf ihre GFP-Expression untersucht. Zum 
anderen wurden durchflusszytometrische Analysen bezüglich der Expression exosomaler 
Oberflächenmarker sowie von GFP durchgeführt, dabei wurden bei jeder Messung mindes-
tens 44 x 103 Ereignisse zur Auswertung herangezogen (Abbildung 36). 
 
 
Abbildung 36: Charakterisierung von L87/4_TF#110-Zellen und L87/4_TD#168-Zellen. 
A Hellfeld- und Fluoreszenzaufnahmen von GFP-positiven L87_TD#168-Zellen und L87_TF#110 im 
Vergleich zu nativen L87/4-Zellen. Der sich am rechten unteren Bildrand befindende Balken entspricht 
einer Länge von 25 µm. 
B L87/4_TF#110-Zellen wurden mittels Durchflusszytometrie auf ihre GFP-Expression analysiert 
(grüner Graph). Als Kontrolle dienten native L87/4-Zellen (grauer Graph). Zum Vergleich ist zusätzlich 
die GFP-Expression von L87/4_TD#168-Zellen dargestellt. 
C Für die durchflusszytometrische Analyse der Expression exosomaler Oberflächenmarker wurden 
jeweils 0,5 x 106 Zellen in 100 µL PBS mit dem entsprechenden spezifischen APC-konjugierten   
Antikörper gefärbt (farbige Graphen). Die schwarzen Kurven verdeutlichen die jeweiligen Iso-
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Die durchflusszytometrischen Ergebnisse hinsichtlich der Expression exosomaler Ober-  
flächenmarker und GFP der einzelnen Zellpopulationen sind in Tabelle 36 dargestellt. 
 
Expression Native L87/4 L87/4_TD#168 L87/4_TF#110 
CD9 98,7 % ± 0,3% (n = 3) 98,3 % ± 0,2% (n = 3) 98,1 % ± 0,7 % (n = 5) 
CD63 98,5 % ± 0,4 % (n = 3) 98,1 % ± 0,2 % (n = 3) 97, % ± 1,3 % (n = 6) 
CD81 98,7 % ± 0,3 % (n = 3) 98,3 % ± 0,2 % (n = 3) 98,1 % ± 0,6 % (n = 5) 
GFP - (n = 4) 94,3 % ± 0,3 % (n = 3) 94,6 % ± 1,4 % (n = 6) 
Tabelle 36: Expressionslevel von exosomalen Oberflächenmarkern sowie GFP von nativen 
L87/-Zellen, L87/4_TD#168-Zellen und L87/4_TF#110-Zellen. Dargestellt sind die Mittelwerte und 
jeweiligen Standardabweichungen. In Klammern ist die jeweilige Anzahl der durchgeführten Versuche 
angezeigt. 
 
Vor dem Einfrieren zum Anlegen eines Zell-Batches wurden die L87/4_TF#110-Zellen auf 
ihre IP-10-Expression durchflusszytometrisch analysiert.  
Gemessen am Myc-Tag waren dabei 70,83 % der Zellen IP-10 positiv. Als Kontrolle wurden 
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11.2 Nachweis und Charakterisierung der Exosomen 
Die aus den Zellkulturüberständen von nativen als auch L87/4_TF#110-Zellen isolierten  
Partikel entsprachen membranhaltigen Komplexen mit exosomalen Markern. Die mittels 
Durchflusszytomer erfassten Daten sind in Tabelle 37 aufgelistet. 
 
Komplex Native L87/4-Exosomen L87/4_TF#110-Exosomen 
Beads(CD81) / DiI / CD63 71,4 % 71,2 % 
Beads(CD81) / EF / CD9 76,3 % 72,3 % 
Tabelle 37: Nachweis von membranhaltigen Komplexen mit exosomalen Markern im Durch-
flusszytometer. Mittels Total Exosome Isolation Reagent aus dem Zellkulturüberstand aufgereinigte 
Partikel wurden zur durchflusszytometrischen Visualisierung über den exosomalen Marker CD81 an  
9,1 µm ø-Beads gebunden und gegen einen weiteren exosomalen Marker gefärbt. Zudem wurde die 
Membran über die Farbstoffe DiI und Exo-FITC (EF) detektiert. Zu sehen sind die Anteile der an Beads 
gebunden Partikel, welche sowohl einen membrangängigen Farbstoff als auch den exosomalen Mar-
ker CD63 bzw. CD9 aufwiesen 
 
Des Weiteren zeigten sowohl native L87/4-Exosomen als auch L87/4_TF#110- und 
L87/4_TD#168-Exosomen einen erhöhten Anteil der Oberflächenmarker CD9 und CD81 an 
der Gesamtproteinmenge. Dagegen waren zum einen bei diesen Exosomen sowohl CD63 als 
auch Aktin und in L87/4_TF#110- und L87/4_TD#168-Exosomen GFP abgereichert      
(Abbildungen 37A-D). 
Außerdem war die Proteinmenge an GFP in L87/4_TD#168-Zellen im Vergleich zu 
L87/4_TF#110-Zellen höher, was auch auf den entsprechenden GFP-Gehalt der aus diesen 
Zellen gewonnenen Exosomen zutraf (Abbildung 37D). 
Mit einer durchschnittlichen Größe von (145,1 ± 61,9) nm und einem Modalwert von 146,9 nm 
waren native L87/4-Exosomen mit L87/4_TF#110-Exosomen [(139,0 ± 52,4) nm, Modalwert: 
143,7 nm] und L87/4_TD#168-Exosomen [(143,0 ± 57,3) nm, Modalwert: 142,1 nm]      
vergleichbar (Abbildung 37E). 
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Abbildung 37: Nachweis und Charakterisierung von nativen L87/4-, L87/4_TF#110- und 
L87/4_TD#168-Exosomen mittels Western Blot und NTA.  
Für den Vergleich der Mengen an exosomalen Markern zwischen nativen L87/4- (A), L87/4_TF#110- 
(B) sowie L87/4_TD#168-Exosomen (C) und deren Parentalzellen wurden jeweils 9 µg Protein zur 
gelelektrophoretischen Auftrennung eingesetzt. Dagegen wurden zur Detektion von Aktin 18 µg Protein 
verwendet. Nach Inkubation der PVDF-Membran mit dem entsprechenden spezifischen Primäranti-
körper und dazugehörigen Enzym-konjugierten Sekundärantikörper erfolgte die Visualisierung der 
Proteinmengen in einer Geldokumentationsanlage.  
D Verglichen mit ihren Donorzellen (ZL) war der GFP-Gehalt von L87/4_TF#110- und 
L87/4_TD#168-Exosomen (Exo) geringer. Zudem war die Menge an GFP in L87/4_TD#168-Zellen 
höher als in L87/4_TF#110-Zellen. Bei der Analyse wurden jeweils 18 µg Protein eingesetzt. 
E Dargestellt ist die durchschnittliche Größenverteilung der aus nativen L87/4-Zellen isolierten Partikel 
(schwarzer Graph) verglichen mit L87/4_TF#110-Exosomen (roter Graph) und Exosomen aus 
L87/4_TD#168-Zellen (grüner Graph). Bei den mittels ZetaView PMX 110 durchgeführten Analysen 
wurden jeweils drei Zyklen mit je elf Positionen gemessen. 
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11.3 Analyse einer geeigneten Empfängerzelle 
Für die Experimente zur zielgerichteten Übertragung von Exosomen aus CXCL10-positiven 
L87/4-Zellen wurden Jurkat-Zellen, welche den zum IP-10-Liganden entsprechenden 
CXCR3-Rezeptor exprimieren, als Empfängerzellen verwendet.  
In intrazellulären durchflusszytometrischen Analysen dieser T-Lymphozyten-Zelllinie zeigte 
sich, dass 99,2 % der Zellpopulation CXCR3 positiv waren. Als Kontrollen dienten jeweils die 
gleichen Zellen, welche mit dem Isotyp-Ak inkubiert wurden.  
 
11.4 Analyse des exosomalen Transports 
Zunächst wurde in einem Vorversuch die Frage geklärt, welchen Einfluss Exosomen aus 
nativen L87/4-Zellen auf das GFP-Signal bei der durchflusszytometrischen Analyse nach 
Inkubation mit nativen Jurkat-Zellen haben.  
Dazu wurden 5 x 104 der Zellen pro Kavität einer 24-Well-Zellkulturplatte mit 300 µg nativen 
L87/4-Exosomen, welche in 300 µL RPMI 1640 gelöst waren, für 6 h inkubiert. Als Kontrolle 
wurden 300 µL reines RPMI 1640 eingesetzt. Mit einer Signaldifferenz von 0,31 % zwischen 
den beiden Proben ist die Wirkung nativer L87/4-Exosomen auf die GFP-Detektion der 
T-Zelllinie zu vernachlässigen. 
 
In einem weiteren Experiment wurden jeweils 150 µg Exosomen aus L87/4_TF#110 mit      
5 x 104 Jurkat-Zellen pro Kavität einer 24-Well-Zellkulturplatte für 6 h kultiviert. Als Kontrolle 
dienten L87/4_TD#168-Exosomen.  
Obwohl der Gehalt an GFP in L87/4_TF#110-Exosomen niedriger war als in 
L87/4_TD#168-Exosomen, war der Anteil GFP-positiver T-Zellen nach Inkubation mit 
L87/4_TF#110-Exosomen verglichen mit L87/4_TD#168-Exosomen höher. 
 
Um eine mögliche Chemokin-Chemokinrezeptor-Bindung für dieses Ergebnis zu überprüfen, 
wurde nach Neutralisierung des IP-10-Liganden auf L87/4_TF#110-Exosomen mit Hilfe eines 
anti-CXCL10-Antikörpers der GFP-Transfer analysiert. 
 
 Zielgerichteter exosomaler Transfer 114  
 
Es stellte sich heraus, dass der exosomale Übertrag mit als auch ohne Blockierung des 
IP-10-Liganden kongruierte und somit der zielgerichtete Exosomentransport nicht verifiziert 
werden konnte.  
Die Expression des CXCR3-Rezeptors war bei allen Zellpopulationen vergleichbar hoch. Die 
Ergebnisse des Experiments sind in Tabelle 38 zu finden. 
 
Jurkat-Zellen GFP [%] CXCR3 [%] 
+ RPMI 1640 (Kontrolle) 1,9 82,2 








Tabelle 38: Anteile GFP-positiver Jurkat-Zellen und deren CXCR3-Expressionen nach 
6-stündiger Inkubation mit L87/4_TF#110-Exosomen bzw. L87/4_TD#168-Exosomen mit und 
ohne Blockierung des IP-10-Liganden. 5 x 104 native Jurkat-Zellen wurden pro Kavität einer 
24-Well-Zellkulturplatte mit 150 µg Exosomen in 300 µL RPMI 1640 für 6 h kultiviert. Neben der reinen 
Inkubation der Zellen mit Exosomen wurde in einem parallelen Versuch mit gleichem Aufbau während 
der Inkubation der IP-10-Ligand (CXCL10) mit 3 µg anti-CXCL10-Ak blockiert. Anschließend wurden 
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E  Diskussion 
Seit einigen Jahren erfahren Exosomen eine besondere Beachtung, da sie sowohl als   
diagnostische Biomarker für Krankheiten (Szajnik et al., 2013; Li et al., 2014; Lin et al., 2015; 
Lea et al., 2017) und zugleich als Transportsystem zur Übertragung therapeutischer Wirk-
stoffe geeignet sind (Prado et al., 2010; Sun et al., 2010; Wahlgren et al., 2012; Lai et al., 
2013; Tian et al., 2014; Zhang et al., 2017).  
Selbst Anwendungsgebiete im Gehirn sind möglich, da Exosomen die Fähigkeit besitzen die 
Blut-Hirn-Schranke zu kreuzen (Alvarez-Erviti et al., 2011; Zhuang et al., 2011; Pusic et al., 
2014; Yang et al., 2015; Haney et al., 2015), wozu 98 % der niedermolekularen Arzneimittel 
nicht imstande sind (Pardridge, 2005).  
Zudem sind Exosomen stabile Vesikel (Ge et al., 2014; Jin et al., 2017), deren Inhalt vor 
Chemikalien und Enzymen durch die Lipidmembran geschützt wird (Tan et al., 2014).  
Außerdem scheinen die Vesikel auf Grund ihres biologischen Ursprungs weder toxisch noch 
immunogen zu sein (Alvarez-Erviti et al., 2011; Ha et al., 2016). 
Dennoch ist die Forschung an Exosomen noch lange nicht abgeschlossen und wird auch in 
Zukunft weiter im Fokus stehen. 
 
Im Visier dieser Arbeit standen zum einen die Charakterisierung von Exosomen als auch 
deren Modifizierung zum Zwecke eines zellfreien Therapeutikums.  
 
12 Aufreinigung von Exosomen aus dem Überstand einer 
Zellkultur 
Derzeit sind viele Methoden zur Isolierung von Exosomen aus Flüssigkeiten bekannt. Zu 
ihnen zählen u. a. die Immunaffinitäts-basierende Aufreinigung, die Ultrafiltration und die 
sequentielle Ultrazentrifugation mit und ohne Dichtegradienten (Zeringer et al., 2015; Li et al., 
2017). Eine Alternative zu diesen Anwendungen stellt in jüngster Zeit die Isolierung der 
Vesikel mit Hilfe kommerziell erhältlicher Kits dar.  
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Durch Zugabe eines Präzipitationspuffers aus Polyethylenglycol (PEG) oder einer ähnlichen 
Substanz zum Zellkulturüberstand können Exosomen schon ab Zentrifugationsgeschwin-
digkeiten von 1 x 104 x g aus diesem sedimentiert werden (Lane et al., 2015; Li et al., 2017). 
Eine Methode, welche schon in früherer Zeit zur Gewinnung von Viren genutzt wurde (Lewis 
und Metcalf, 1988). 
Je nach Aufreinigungsverfahren ergeben sich unterschiedlich hohe Ausbeuten an reinen 
Exosomen (Tauro et al., 2012). Im Vergleich zum Ultrazentrifugationspräparat konnten mittels 
Total Exosome Isolation Reagent (TEI) mehr Partikel aus einem serumfreien Kulturmedium 
aufgereinigt werden, welche mit der Größenverteilung von Exosomen übereinstimmten (Lane 
et al., 2015). Jedoch vermutet die Arbeitsgruppe, dass es sich hierbei auch um co-isolierte, 
nicht-exosomale Partikel handeln könnte (Lane et al., 2015). So stellten Deun und Kollegen 
ebenfalls fest, dass sowohl die Reinheit als auch die Ausbeute an Exosomen, welche mittels 
Ultrazentrifugation isoliert wurden, gegenüber TEI-Präparationen deutlich höher waren    
(Van Deun et al., 2014). Nichtsdestotrotz bilden Kits zur Aufreinigung von Exosomen eine 
Alternative zu teuren Laboranschaffungen, da deren Anwendung keine spezielle Ausrüstung 
benötigt. 
 
13 Charakterisierung von Exosomen 
Wie in bisherigen Analysen belegt, sind Exosomen mit sogenannten Tetraspaninen ange- 
reichert (Escola et al., 1998; Andreu und Yáñez-Mó, 2014). Dabei handelt es sich um integrale 
Membranproteine, welche aus vier Transmembrandomänen aufgebaut sind (Yang et al., 
2016). Tetraspanine sind an der Zellaktivierung (Pols und Klumperman, 2009), Zelladhäsion, 
Proliferation sowie Differenzierung und Migration (Jiang et al., 2015) beteiligt.  
Daneben werden sie auch als Proteinmarker für Exosomen genutzt (Perez-Hernandez et al., 
2013), zu welchen u. a. CD9, CD63 und CD81 zählen (Théry et al., 1999; Kowal et al., 2016; 
Ciardiello et al., 2016).  
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CD9 spielt eine wichtige Rolle bei der Fusion von Exosomen mit der Zielzellmembran, indem 
es mit membranständigen Glykoproteinen interagiert (van den Boorn et al., 2011). Ein  
Mangel an CD9 kann allerdings durch das Vorhandensein von CD81 kompensiert werden   
(Parthasarathy et al., 2009). 
 
Die in der Arbeit aus HT1080- und L87/4-Zellen aufgereinigten Partikel entsprachen     
membranhaltigen Komplexen, welche die getesteten exosomalen Marker CD9, CD63 und 
CD81 aufwiesen. Des Weiteren zeigten aus HT1080-Zellen isolierte Partikel einen erhöhten 
Gehalt an diesen Markern an der gesamten Proteinmenge, wohingegen aus L87/4-Zellen 
aufgereinigte Partikel zwar ebenfalls im Vergleich zu ihren Donorzellen die exosomalen 
Marker CD9 und CD81 aufkonzentriert hatten, CD63 hier dagegen abgereichert war. Diese 
Eigenschaft zeigten auch Exosomen, welche aus dem Blutplasma isoliert wurden (Jørgensen 
et al., 2013), weshalb CD63 als universeller exosomaler Marker unter Umständen obsolet ist. 
Die Arbeitsgruppe um Yoshioka macht ebenfalls den Vorschlag CD9 und CD81 als Exo- 
somenmarker zu verwenden, da CD63 nur bedingt auf extrazellulären Vesikeln zu finden ist 
(Yoshioka et al., 2013). 
Da Exosomen ursprünglich aus der Zellmembran generiert werden (Ribeiro et al., 2013), 
konnten die oben genannten Oberflächenmarker auch auf den jeweiligen Parentalzellen de-
tektiert werden. 
 
Neben der Analyse von membranständigen Proteinen wurde der jeweilige Aktin-Gehalt der 
aus HT1080- und L87/4-Zellen isolierten Partikel untersucht. Hier zeigte sich, dass Aktin    
gegenüber den Donorzellen abgereichert war. Auch die Arbeitsgruppe um Xiao kam bei der 
Charakterisierung von Exosomen bezüglich β-Aktin zu demselben Ergebnis (Xiao et al., 
2014). 
 
In einem weiteren Schritt wurde die Größe der aus HT1080-und L87/4-Zellen aufgereinigten 
Teilchen mittels NTA bestimmt. Exosomen werden als 50 – 150 nm große Vesikel be- 
schrieben (Van Deun et al., 2014; Fonseca et al., 2016), obgleich je nach Zustand (Colombo 
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et al., 2014) und angewandter Messmethode es zu unterschiedlichen Größenbestimmungen 
bei der Betrachtung von ein und derselben Vesikel-Probe kommen kann (van der Pol et al., 
2014).  
Mit einer durchschnittlichen Größe von (127,7 ± 3,2) nm (aus HT1080-Zellen) und       
(142,4 ± 3,1) nm (aus L87/4-Zellen) fallen die in der Arbeit aufgereinigten Partikel in den von 
den anderen Arbeitsgruppen postulierten Größenbereich von Exosomen. 
Somit lassen die unter Berücksichtigung aller zur Charakterisierung von Exosomen erhobe-
nen Messdaten darauf schließen, dass es sich bei den aus den jeweiligen Zellkulturüber-
ständen mittels Total Exosome Isolation Reagent aufgereinigten Partikeln um Exosomen 
handelt. 
 
14 Exosomen als Transportsystem zur Übertragung zyto-
solischer Proteine 
Um Vesikel als Transportsystem nutzen zu können, sollte zunächst geklärt werden, ob die in 
der Arbeit verwendeten Exosomen in der Lage sind, zytosolische Proteine auf Empfänger-
zellen zu übertragen. So wurden in einem ersten Schritt Exosomen hergestellt werden, wel-
che GFP als Reporterprotein beinhalteten.  
Aktuell wird eine Vielzahl an unterschiedlichen Möglichkeiten zur direkten Beladung von 
Exosomen angewendet. Diese Methoden können in zwei Kategorien eingeteilt werden.  
Bei der aktiven Variante werden u. a. mittels Beschallung, Extrusion, Einfrier- und Auf-
tauzyklen oder Elektroporation Wirkstoffe in Exosomen internalisiert. Ein Beispiel für eine 
passive Beladungsmethode ist die Inkubation einer Arznei mit Exosomen, so dass diese in 
die Vesikel diffundieren kann (Luan et al., 2017). Neben der Beladung von Exosomen per se 
besteht die Möglichkeit, durch Manipulation von Zellen, modifizierte Exosomen aus diesen zu 
gewinnen. Hierzu zählt die zelluläre Aufnahme von exogen angebotenem Material oder das 
metabolic labeling von Zellen, bei welcher die im Kulturmedium vorhandenen Metaboliten von 
Zellen aufgenommen und anschließend u. a. in Exosomen verpackt werden (Armstrong et al., 
2017).  
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Charakterisierung Zytosol-modifizierter Exosomen und Analyse des exosomalen 
Transfers  
Da ebenfalls bekannt ist, dass die exosomale Proteinzusammensetzung von der jeweiligen 
Donorzelle abhängt (Stoorvogel et al., 2002; Mizrak et al., 2013; Lin et al., 2015; Ha et al., 
2016), wurden in dieser Arbeit Exosomen aus dem Kulturüberstand von HT1080-Zellen 
(Rasheed et al., 1974) aufgereinigt, welche mit einem GFP-kodierenden Plasmid (#168) 
transduziert waren.  
Krebszelllinien sind für ihre hohe Exosomensekretion bekannt (Green et al., 2015). Zudem 
zeigten die transduzierten HT1080-Zellen schnelle Proliferationssraten und eine starke 
GFP-Expression (Abbildungen 13A-B, 13D) 
 
Die Inkubationszeit für den Transfer von Exosomen auf Zielzellen betrug in dieser Arbeit 6 h. 
So demonstrierten Heusemann und Kollegen, dass nach 2 h etwa 80 % und nach weiteren  
6 h ca. 90 % der verabreichten Exosomen von den Empfängerzellen aufgenommen wurden 
(Heusermann et al., 2016). 
 
Bei der Charakterisierung stellte sich heraus, dass der GFP-Anteil in Exosomen an der   
gesamten Proteinmenge geringer ausfiel (Abbildung 14A). Dennoch konnte bei (55,4 ± 7,4) % 
der HT1080-Empfängerzellen nach Inkubationsversuchen mit diesen Exosomen GFP nach-
gewiesen werden (Abbildung 15). Im Vergleich dazu war die exosomale Übertragung auf 
293T-Zellen (Pear et al., 1993) signifikant verringert, was damit zusammenhängen kann, 
dass der Metabolismus bzw. die Oberflächenzusammensetzung von HT1080-Zellen eine 
Aufnahme von exogenen Partikeln, insbesondere Exosomen, bevorzugt. Da die exosomale 
Oberfläche aus der Mutterzelle etabliert wird (Ribeiro et al., 2013), begünstigt möglicherweise 
hier eine ähnliche Zusammensetzung die zelluläre Aufnahme. 
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15 Exosomen als Transportsystem zur Übertragung 
membrangebundener Proteine 
Nachdem gezeigt werden konnte, dass es möglich war, zytosolisches Protein über Exosomen 
auf Empfängerzellen zu transferieren, wurde nun der Versuch übernommen ein membran-
gebundenes Protein zu übertragen.  
 
Membranmodifizierte Exosomen mit therapeutischer Wirkung 
Aus dem Kenntnisstand, dass die exosomale Membran durch inward budding aus der 
Membran der Parentalzelle generiert wird (Ribeiro et al., 2013), wurden HT1080-Zellen mit 
einem Plasmid transduziert, welches die Zellen befähigte, humanes tissue inhibitor of matrix 
metalloproteinase-1 (TIMP-1) über einen Glycosylphosphatidylinositol-Anker (GPI-Anker) 
(Djafarzadeh et al., 2004) an der Oberfläche zu exprimieren.  
GPI-Anker sind Lipid-Anker, welche typischerweise in Membran-Mikrodomänen wie lipid rafts 
vorkommen und als posttranslationale Modifikation kovalent an die C-terminale Domäne des 
entsprechenden Proteins binden (Kinoshita, 2016).  
Nach der Fusion an GPI-Anker lassen sich exogen verabreichte Proteine in eine Plasma-
membran integrieren (Brown et al., 2000). So konnte im Gegensatz zu löslichem nativem 
TIMP-1 GPI-verankertes TIMP-1 gezielt auf die Oberfläche von Zellen transferiert werden 
(Djafarzadeh et al., 2006; Djafarzadeh et al., 2012; Bao et al., 2013).  
Auf diese Weise war es möglich, mittels der aus den transduzierten Zellen gewonnenen 
Exosomen den exosomalen Transfer eines auf der Membranoberfläche gebundenen Proteins 
zu analysieren.  
Zusätzlich gehört TIMP-1 zu einer aus insgesamt vier Mitgliedern bestehenden Familie, 
welche die Eigenschaft besitzt, die Aktivität von Matrix-Metalloproteasen (MMP) zu hemmen 
(Bode und Maskos, 2003; Brew und Nagase, 2010; Alameddine und Morgan, 2016) und 
dementsprechend für therapeutische Zwecke eingesetzt werden kann. 
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Wirkungsweise und Anwendungsmöglichkeiten von TIMP-1 
MMP sind zink- und calciumabhängige Proteasen, von welchen insgesamt 23 bekannt sind 
(Espino Y Sosa et al., 2017). Sie gelten als Hauptverursacher für die enzymatische Zer-  
setzung von Proteinen in der extrazellulären Matrix (EZM) (Jabłońska-Trypuć et al., 2016), 
einer 3-dimensionalen, nicht-zellulären Struktur, die in allen Geweben vorkommt (Bonnans et 
al., 2014). 
Die Degradation betrifft insbesondere Kollagen, welches hier für die Entwicklung, Morpho-
genese, Gewebsumbau und -reparatur zuständig ist (Jabłońska-Trypuć et al., 2016). Diese 
Faktoren sind bei der Tumorentwicklung von maßgeblicher Relevanz (Nagase et al., 2006). 
So kann eine Verschiebung der Gewebehomöostase zu unkontrolliertem Tumorwachstum 
und Metastasen führen (Kessenbrock et al., 2010).  
MMP sind bei der Karzinomprogression zu jeder Zeit hochreguliert (Isaacson et al., 2017), 
wobei zu unterschiedlichen Zeiten MMP verschiedene Rollen spielen (Gialeli et al., 2011).  
Bei der Bekämpfung von Krebsleiden sind deshalb MMP-Inhibitoren von großer Bedeutung 
(Zucker und Cao, 2009).  
Das 29 kDa schwere Glykoprotein TIMP-1, welches von Myozyten und Fibroblasten sezer-
niert wird (Ma et al., 2014), inhibiert die Aktivität von MMP über eine nicht kovalente 1:1  
stöchiometrische Bindung (Murphy, 2011; Lindsey et al., 2015). Zudem besteht TIMP-1 aus 
zwei Domänen, wobei die N-terminale Domäne für die katalytische Spaltung von        
Metalloproteasen verantwortlich ist (Duan et al., 2015), während der kleinere C-Terminus in 
der Bildung von Komplexen mit Proenzymen (proMMPs) involviert zu sein scheint (Lambert et 
al., 2004).  
Wie bereits erwähnt, kann TIMP-1 eine Vielzahl von MMP inhibieren (Tejima et al., 2009). 
Im Gegensatz zu rekombinantem TIMP-1 war GPI-verankertes TIMP-1 in der Lage, sich in 
die Membran von Nierenkarzinomzellen zu integrieren und MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-7, 
MMP-8, MMP-9, MMP-12, MMP-13, MMP-15 und MMP-16 auf der Zelloberfläche zu binden. 
Außerdem verloren die behandelten Zellen die Fähigkeit die EZM zu invadieren (Djafarzadeh 
et al., 2006).  
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Zusätzlich konnten Djafarzadeh und Kollegen 2004 zeigen, dass gegenüber nativem TIMP-1 
GPI-verankertes TIMP-1 die Freisetzung von MMP-2 und MMP-9 aus Osteosarcoma-Zellen 
effektiv blockiert.  
Die Expression von MMP-2 und MMP-9 ist auch bei Patienten mit Kehlkopfkrebs signifikant 
erhöht, wobei der Grad der Erhöhung mit dem Fortschritt der Krankheit korreliert und eine 
höhere Expression von MMP-9 mit einer kürzeren Überlebensdauer in Verbindung gebracht 
wird (Gou et al., 2010).  
Eine weitere Studie von McQuibban demonstriert, dass MMP die Fähigkeit besitzen, Che-
mokine zu spalten, was zur Folge hat, dass Zellen des Immunsystems inaktiviert bleiben 
(McQuibban et al., 2001). 
Die Funktion von TIMP-1 ist jedoch nicht nur auf die Inhibierung von Proteasen beschränkt. 
TIMP-1 gilt als multifunktionales Protein (Ikenaka et al., 2003) und kann auch als Zytokin 
fungieren (Ries, 2014).  
Da Exosomen überdies die Blut-Hirn-Schranke passieren können (Alvarez-Erviti et al., 2011; 
Yang et al., 2015; Aryani und Denecke, 2016), ergeben sich darüber hinaus weitere Anwen-
dungsgebiete im Gehirn. So konnten neuroprotektive Eigenschaften von an magnetischen 
Nanopartikeln gebundenem TIMP-1 bei HIV-infizierten Patienten festgestellt werden (Atluri et 
al., 2016).  
 
Nachweis der Wirksamkeit von TIMP-1_GPI 
Zur Beurteilung der Wirksamkeit von GPI-verankertem TIMP-1, wurde ein in vitro Wundhei-
lungstest durchgeführt, welcher Aufschluss über Zell-Zell- sowie Zell-Matrix-Interaktionen gibt 
(Rodriguez et al., 2005). Hierbei konnte beobachtet werden, dass native HT1080-Zellen 
schneller in eine zellfreie Fläche einwandern als TIMP-1_GPI-positive Zellen (Abbildungen 
34B-C). Auch die Arbeitsgruppe um Bao zeigte 2014, dass mit GPI-verankertem TIMP-1 
behandelte HT1080-Zellen in ihrer Migrationsfähigkeit inhibiert wurden, was eventuell damit 
erklärt werden kann, dass das therapeutische Protein einen negativen Einfluss auf die Adhä-
sion der Zellen nimmt. So weiß man, dass TIMP-1 die Zellverankerung an ein Substrat durch 
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eine MMP-unabhängige Dephosphorylierung der Adhäsionskinase und Paxillin reduziert 
(Akahane et al., 2004).  
Dass jedoch GPI-verankertes TIMP-1 nicht immer dieses Verhalten bei Zellen hervorruft, 
konnte von anderen Arbeitsgruppen beobachtet werden. So demonstrierten Djafarzadeh und 
Kollegen 2012, dass peritoneale Mesothelzellen nach der Behandlung mit dem Fusionspro-
tein pro-migratorisches Verhalten zeigten, wohingegen mikrovaskuläre Endothelzellen  
(Djafarzadeh et al., 2004) und Nierenkarzinomzellen in ihrer Bewegung gehemmt wurden 
(Djafarzadeh et al., 2006).  
 
Ein potentielles Therapeutikum zur Wundheilung der Haut bzw. zur Bekämpfung von Krebs-
zellen könnten in diesem Zusammenhang Exosomen darstellen, welche aus 
TIMP-1_GPI-exprimierenden MSCs isoliert werden, da es hier möglicherweise zu syner-  
gistischen Effekten der kurativen Eigenschaften kommt. 
 
Charakterisierung der Membran-modifizierten Exosomen und Analyse des exosomalen 
Transfers 
Um die Effizienz der Übertragung von TIMP-1_GPI per Exosomen auf Zielzellen analysieren 
zu können, wurden zunächst HT1080-Zellen mit dem entsprechenden Plasmid transduziert 
und die Exosomen aus deren Überstand isoliert.  
Es stellte sich heraus, dass es bei den aufgereinigten Exosomen neben den Oberflächen-
markern CD9, CD63 und CD81 zu einem erhöhten Anteil von GPI-verankertem TIMP-1 an 
der Gesamtproteinmenge kam (Abbildung 18A). In einer 2014 erschienenen Publikation wird 
darauf hingewiesen, dass eine Reihe von Clathrin-unabhängigen Wegen bei der Invagination 
von membrangebundenen Molekülen existieren (Mayor et al., 2014). So reichern sich 
GPI-verankerte Proteine in lipid rafts an (Sangiorgio et al., 2004; Wang et al., 2013), welche 
wiederum bei der Endozytose eine wichtige Rolle spielen (Reeves et al., 2012; Sharonov et 
al., 2016) und somit bei der Sortierung von Proteinen in Exosomen beteiligt zu sein scheinen 
(de Gassart et al., 2003). So wird vermutet, dass der GPI-Anker bei der Bildung von Exoso-
men ausgewählt wird (Rabesandratana et al., 1998), weshalb viele GPI-verankerte Proteine 
bevorzugt in Exosomen rekrutiert werden (López-Cobo et al., 2016). Auch Kooijmans et al. 
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zeigten 2016, dass GPI-verankerte Nanobodies in Relation zu ihren Parentalzellen in extra-
zellulären Vesikeln angereichert werden.  
Eine weitere Erklärung für den gesteigerten Gehalt von exosomalem TIMP-1 an der gesam-
ten Proteinmenge könnte zudem sein, dass sich während der Exosomenbildung die Ober-
fläche der Vesikel im Verhältnis zu deren Volumen aufkonzentriert. Exosomen sind endoso-
malen Ursprungs und werden zunächst aus der Plasmamembran der Zelle generiert und in 
einem weiteren Schritt, bei der Entstehung multivesikulärer Körper (MVBs), aus der limitie-
renden Membran der späten Endosomen durch inward budding formiert (Ribeiro et al., 2013).  
Schlussendlich spiegelte sich die exosomale Anreicherung von membrangebundenem 
TIMP-1 auch in einem effizienten Transfer auf Empfängerzellen wider, weshalb es von Nut-
zen sein kann, das via Exosomen zu übertragende Agens von Interesse zunächst auf der 
Oberfläche der Parentalzelle zu verankern. 
Da schon nach 6-stündiger Inkubation die Empfängerzellen das therapeutische Protein auf 
ihrer Oberfläche trugen (Abbildung 19), wird bei der zellulären Aufnahme exosomales 
GPI-verankertes TIMP-1 offensichtlich direkt in die Membran integriert. Parolini und Kollegen 
postulieren, dass die Aufnahme von Exosomen über Membranfusion geschieht (Parolini et 
al., 2009). Tatsächlich konnten auch andere Arbeitsgruppen demonstrierten, dass die exo-
gene Verabreichung von GPI-verankertem TIMP-1 sowohl auf Nierenkarzinomzellen 
(Djafarzadeh et al., 2006) als auch Fibrosarkomzellen (Bao et al., 2013) zu dessen Einglie-
derung in die Zellmembranen führte.  
Wie auch bei der Übertragung von GFP war der exosomale Transfer von TIMP-1_GPI auf 
Zielzellen eines vom Donorzellen abweichenden Typs signifikant verringert (Abbildung 19B), 




 Aufnahme zusätzlicher mRNA in Exosomen 125  
 
16 Aufnahme zusätzlicher mRNA in Exosomen 
In den letzten Jahren wurde vehement versucht, die verschiedenen Mechanismen zur selek-
tiven Anreicherung von Biomolekülen in Vesikeln zu erforschen.  
Exosomen beinhalten neben unterschiedlichen Erbgut-Formen wie genomische DNS (Kahlert 
et al., 2014) und mitochondriale DNS (Guescini et al., 2010) auch verschiedene Arten von 
Ribonukleinsäuren wie mRNA und miRNA (Valadi et al., 2007; Skog et al., 2008) sowie 
nicht-kodierende RNS (Ferguson und Nguyen, 2016). 
Zusätzlich konnte eine Vielzahl an verschiedene Lipiden (Record et al., 2014; Haraszti et al., 
2016) und Proteinen (Jiaet al., 2017) in Exosomen detektiert werden. 
Der Arbeitsgruppe um Bolukbasi gelang es, mittels Integration einer 25 nt umfassenden 
„Zipcode“-like-Sequenz (ZIP) in die 3‘-UTR einer mRNA eine Verdopplung des Gens in 
Mikrovesikel (MV) zu erzielen (Bolukbasi et al., 2012). 
Um den Gehalt der mRNA in Exosomen und somit die Expression des Transgens in    
Empfängerzellen zu erhöhen, wurde infolgedessen das GFP-kodierende Plasmid (#168) mit 
einer ZIP ergänzt. Anschließend wurden die Gehälter an GFP-mRNA von Exosomen aus 
transduzierten HT1080-Zellen mit und ohne ZIP erweitertem Konstrukt verglichen. 
Wie 2012 in der Publikation von Bolukbasi beschrieben, wurde bei der Analyse mittels 
qRT-PCR auf den jeweiligen Gehalt an GAPDH-mRNA normiert. Weiter fanden bei der  
Amplifikation der GFP- und GAPDH-DNS zudem dieselben von der Arbeitsgruppe benannten 
spezifischen Vorwärts- und Rückwärts-Primer Verwendung (Bolukbasi et al., 2012). 
Es stellte sich heraus, dass der in den Exosomen vorkommende Betrag an mRNA so gering 
ausfiel und sich damit am Rande des Detektionsbereichs befand, dass die Aussagekraft  
anhand der Cp-Werte sehr gering war (Tabelle 25).  
Bei Betrachtung der Schmelzkurven ließ sich jedoch ein höherer Peak bzgl. der aus 
HT1080_TD#230-Exosomen isolierten mRNA gegenüber der mRNA aus 
HT1080_TD#168-Exosomen erkennen, während die GAPDH-Schmelzkurven vergleichbare 
Maxima zeigten (Abbildung 23). Dies könnte darauf hinweisen, dass Sequenzen, welche mit 
einer ZIP ergänzt werden, vermehrt in Exosomen aufgenommen werden. Um jedoch eine 
klare Aussage in diesem Fall über den Mehrwert dieser Anwendung machen zu können, 
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müsste der mRNA-Gehalt in den hier analysierten Exosomen deutlich erhöht werden. So 
setzten Bolukbasi und Kollegen 100 ng Gesamt-RNS zur Synthese von cDNA ein, was über 
der 30-fachen der hier verwendeten Menge lag (Bolukbasi et al., 2012). 
Der geringe Gehalt an exosomaler mRNA in dieser Arbeit kann mehrere Ursachen haben. 
Die Aufreinigungsmethode könnte dahingehend relevant sein, da Bolukbasi et al. in der Arbeit 
von 2012 eine Ultrazentrifuge zur Isolierung ihrer MV verwendeten. So zeigte die Arbeits-
gruppe um Van Deun, dass die Ausbeute an exosomaler RNS höher lag, wenn zur Exoso-
men-Isolierung an Stelle eines in dieser Arbeit genutzten Kits eine Ultrazentrifuge Verwen-
dung fand (Van Deun et al., 2014).  
Eine andere Erklärung wäre, dass sich der von Bolukbasi et al. analysierte Gehalt an mRNA 
auf unterschiedliche MV verteilte (Bolukbasi et al., 2012), welche nicht durch das verwendete 
Kit aus dem Zellkulturüberstand isoliert wurden. So beobachteten Kanada und seine Kolle-
gen, dass die Beladung von mRNA als auch siRNA in Exosomen weniger effizient war als in 
MV (Kanada et al., 2015).  
Darüber hinaus handelt es sich bei Exosomen per se um eine heterogene Population, deren 
Beladung wiederum mit dem Zustand der Zelle variiert (Kucharzewska et al., 2013). Dem-
entsprechend vermuten Lotvall und Valadi, dass es mindestens zwei Typen von Exosomen 
gibt: Eine immunologisch aktive Population, die bei der Antigenpräsentation und Costimula-
tion involviert ist sowie eine weitere, welche die genetische Kommunikation zwischen Zellen 
realisiert und somit RNS enthält (Lotvall und Valadi, 2007).  
Ebenfalls könnte die Expressionseffizienz in den von Bolukbasi und Kollegen 2012 trans-
fizierten 293T-Zellen in Relation zu den in dieser Arbeit benutzten HT1080-Zellen höher sein, 
weshalb mehr der entsprechenden mRNA in der Zelle vorlag und zum Einbau in Exosomen 
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Charakterisierung der mRNA-modifizierten Exosomen und Analyse des exosomalen 
Transfers 
Exosomen aus HT1080_TD#168-Zellen (GFP) und HT1080_TD#230-Exosomen (GFP_ZIP) 
zeigten im Zuge der in dieser Arbeit vorgenommenen Charakterisierung vergleichbare   
Eigenschaften. Allerdings lag der Proteingehalt an GFP in HT1080_TD#168-Exosomen  
deutlich höher als in HT1080_TD#230-Exosomen (Abbildung 22B), was damit zusammen-
hängen könnte, dass einerseits angesichts der ZIP mehr mRNA innerhalb der Zelle in 
Mikrovesikel verpackt wurde und somit nicht mehr translatiert werden konnte oder anderer-
seits infolge der zusätzlichen Sequenz die GFP-Expression in den Zellen herabgesetzt wur-
de.  
Eine via Exosomen übertragene größere Menge an mRNA würde möglicherweise erst zu 
einem späteren Zeitpunkt in der Empfängerzelle exprimiert werden. Dies hätte zur Folge, 
dass es nach der 6-stündigen Inkubation von Exosomen und Empfängerzellen zu einer ver-
hältnismäßig niedrigeren Anzahl an GFP-positiven Zielzellen kam, da hier das übertragene 
GFP-Protein den ausschlaggebenden Anteil besitzt. 
Um den Einfluss der ZIP bei einem weiteren Gen zu testen, wurde auch das TIMP-1_GPI 
tragende Plasmid (#233) mit der ZIP erweitert (#234).  
Die aus HT1080_TD#233-Zellen isolierten Exosomen und Exosomen aus 
HT1080_TD#234-Zellen zeigten im Rahmen der durchgeführten Versuche keine nennens-
werten charakteristischen Divergenzen mit der Ausnahme, dass in diesem Falle in 
HT1080_TD#233-Exosomen mehr TIMP-1-Protein als in HT1080_TD#234-Exosomen vorlag 
(Abbildung 28B). Betrachtet man hingegen den exosomalen Transfer von TIMP-1_GPI in 
diesem Zusammenhang, so war der Anteil an TIMP-1-positiven Empfängerzellen nach Inku-
bation mit HT1080_TD#234-Exosomen bzw. HT1080_TD#233-Exosomen nicht signifikant 
different (Abbildung 29). Eine mögliche Ursache hierfür wäre, dass infolge der ZIP ein er-
höhter mRNA-Gehalt des Transgens in HT1080_TD#234-Exosomen vorlag, welcher neben 
der Membranintegration des therapeutischen Proteins zu einer zusätzlichen Expression in 
den Empfängerzellen führte. 
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In bereits veröffentlichten Studien führte die Behandlung von Nierenkarzinomzellen 
(Djafarzadehet al., 2006) und Fibrosarkomzellen (Bao et al., 2013) mit GPI-verankertem 
TIMP-1 bei beiden Zellpopulationen zu einer dosisabhängigen Inhibierung der Proliferation 
und bei HT1080-Zellen zu einer Erhöhung der Apoptoserate (Bao et al, 2013). Bei einer höher 
verabreichten Konzentration an TIMP-1_GPI könnte somit die Zellteilung der Empfängerzel-
len soweit eingeschränkt sein, dass das therapeutische Protein auf weniger Tochterzellen 
verteilt wurde bzw. apoptotische Zellen nicht bei der durchflusszytometrischen Detektion 
miteinbezogen wurden.  
 
17 Vergleich zweier Lipidanker zur Übertragung von 
TIMP-1  
Um den GPI-Anker zur Übertragung von TIMP-1 via Exosomen bewerten und gleichzeitig 
eine unter Umständen potentiell effizientere Übertragung des therapeutischen Proteins auf 
Zielzellen zu erreichen, wurde in diesem Zusammenhang die Transmembrandomäne (MSD) 
aus CD34 als weiterer Lipidanker geprüft. 
CD34 ist ein transmembranes Phosphoglykoprotein, welches verwiegend als Marker von 
hämatopoetischen Stammzellen und deren Vorläuferzellen etabliert ist, jedoch auch auf vie-
len anderen nicht hämatopoetischen Zellen vorkommt (Sidney et al., 2014). Zudem werden 
CD34 je nach Zellart sowohl pro-adhäsive (Gangenahalli et al., 2006) als auch anti-adhäsive 
(Drew at al., 2005; Nielsen und McNagny, 2009; Ohnishi et al., 2013) Eigenschaften zuge-
ordnet (Nielsen und McNagny, 2008).  
Wie bei TIMP-1_GPI-Exosomen kam es auch bei TIMP-1_MSD-Exosomen neben den Ober-
flächenmarkern CD9, CD63 und CD81 zu einem erhöhten Gehalt von TIMP-1 an der Ge-
samtproteinmenge, was vermutlich aus der oben erwähnten Aufkonzentrierung der Mem- 
branbestandteile bei der Exosomenbildung resultiert. Im Gegensatz dazu besteht die Mög-
lichkeit, dass akkumulierte membrangebundene Proteine eine Endozytose induzieren können 
(Mayor et al., 2014). Vidal et al. vermuten, dass die Ansammlung von Proteinen und Lipiden 
auf der Membran als generelles Sortierungsignal dieser Moleküle in Exosomen gilt (Vidal et 
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al., 1997). Darüber hinaus scheinen viele Membrananker bei der Sortierung von Proteinen in 
Exosomen beteilligt zu sein (Shen at al., 2011), was die These unterstützt, exosomal zu 
übertragende Proteine gegebenenfalls auf der Membran der Donorzelle zu verankern. 
Auch wenn beide Zell- und Exosomenpopulationen im Zusammenhang mit den in der Arbeit 
erhobenen Daten vergleichbare charakteristische Merkmale aufwiesen, war die Protein-
menge an TIMP-1 von GPI-positiven Exosomen (HT1080_TD#233-Exosomen) im Gegensatz 
zu MSD-positiven Exosomen (HT1080_TD#235-Exosomen) deutlich höher (Abbildung 32B). 
Dennoch stellte sich bei der Betrachtung des exosomalen Transfers von TIMP-1 heraus, dass 
es zu keinem signifikanten Unterschied zwischen beiden Populationen kam (Abbildung 33), 
was möglicherweise daran liegt, dass sich MSD-gebundenes TIMP-1 gegenüber 
GPI-verankertem TIMP-1 besser in die Membran der Empfängerzellen integrieren kann und 
somit auch geringere Mengen des therapeutischen Proteins für ein vergleichbares Ergebnis 
sorgen.  
Wie bereits erwähnt, könnte hier ebenfalls eine höhere Konzentration an TIMP-1 zu einer 
verstärkten Proliferationshemmung in den Empfängerzellen und daraus resultierenden   
geringeren Anzahl an detektierbaren TIMP-1-positiven Zellen führen. 
 
18 Gezielter Transfer von Exosomen  
In einem weiteren Schritt dieser Arbeit sollte die Frage geklärt werden, ob infolge einer 
Chemokin-Chemokinrezeptor-Bindung ein gezielter exosomaler Transfer möglich ist und 
dadurch die Übertragungseffizienz eines zytosolischen Proteins intensiviert werden kann. 
Schon in anderen Arbeitsgruppen konnte über die Modifikation der exosomalen Oberfläche 
ein gerichteter Transport bewirkt werden, indem das Lysosom-assoziierte Membran-     
glykoprotein (Lamp2b) auf der exosomalen Membran mit einem die Zielzelle bindenden Pep-
tid fusioniert wurde (Alvarez-Erviti et al., 2011; Yang et al., 2017; Bellavia et al., 2017). 
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Chemokine sind kleine, 8 – 17 kDa schwere, chemoattraktive Zytokine, welche u. a. zur 
Homöostase und Wundheilung beitragen und die Migration von Leukozyten mittels Gradien-
ten steuern (Thompson et al., 2017). So können Zellen über ihre G-Protein-gekoppelten Re-
zeptoren direkt zum Ort der Verletzung geleitet werden (Kufareva et al., 2015). 
Der Mensch besitzt 50 Chemokine (Arimont et al., 2017), welche nach Anzahl und Position 
der konservierten Cysteinreste in vier Klassen (C, CC, CXC und CX3C) eingeteilt werden 
können (Scholten et al., 2012). Neben Spleißvarianten und Isoformen gibt es weitere 22 
Chemokinrezeptoren (Kufareva et al., 2015).  
Im Allgemeinen binden Chemokine an Rezeptoren ihrer Klasse, jedoch können innerhalb 
einer Klasse viele Chemokine an eine Reihe von Rezeptoren binden (Kufareva et al., 2015).  
 
Um den Effekt der sogenannten CXCR3/CXCL10-Achse auf den exosomalen Transfer eines 
cytosolischen Proteins analysieren zu können, wurden L87/4-Zellen (Thalmeier et al., 1994) 
verwendet, welche sowohl den Chemokin-Liganden CXCL10 über einen GPI-Anker an der 
Oberfläche trugen als auch das Reporterprotein GFP exprimierten (L87/4_TF#110-Zellen).  
Im Vergleich dazu standen GFP-positive L87/4-Zellen, welche kein Chemokin in der Mem- 
bran verankert hatten (L87/4_TD#168). 
CXCL10 wird im Verlauf einer entzündlichen Erkrankung auf einen inflammatorischen   
Stimulus hochreguliert (Zhao et al., 2017). Neben seiner chemotaktischen Wirkung auf 
TH1-Lymphozyten und zytotoxischen T-Zellen (Altara et al., 2016) induziert CXCL10 bei  
Monozyten die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen (Zhao et al., 2017). 
Mit L87/4-Zellen besteht die Möglichkeit, je nach Indikation, die positiven Eigenschaften von 
mesenchymalen Stammzellen ergänzend zur therapeutischen Anwendung von Exosomen in 
Anspruch nehmen zu können (Phinney und Pittenger, 2017). So konnte die konstitutive  
Expression vieler immunmodulatorischer Zytokine wie u. a. GM-CSF, IL-1β, IL-6, TGF-β und 
TNF-α in L87/4-Zellen nachgewiesen werden (Thalmeier et al., 1996). 
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Angesichts der Tatsache, dass CXCL10 chemotaktisch auf CXCR3-positive Zellen wirkt 
(Bondar et al., 2014; Li et al., 2016), wurden bei Transferversuchen Jurkat-Zellen als Zielzel-
len verwendet, da diese natürlicherweise den CXCR3-Rezeptor exprimieren (11.3). 
Obwohl Exosomen aus L87/4_TF#110-Zellen weniger GFP beinhalteten als 
L87/4_TD#168-Exosomen (Abbildung 37D), konnte nach Transferversuchen mit beiden  
Populationen mehr GFP in Jurkat-Zellen detektiert werden, welche mit 
L87/4_TF#110-Exosomen inkubiert wurden (Tabelle 38). 
Dieses Ergebnis lässt darauf schließen, dass über eine Chemokin-Chemokinrezeptor-   
Bindung die Übertragung eines cytosolischen Proteins verbessert werden kann. Da sich das 
Resultat auch nach Blockierung des CXCL10-Liganden jedoch nicht änderte (Tabelle 38), 
konnte eine weitere Verifizierung diesbezüglich nicht bestätigt werden.  
Weitere Versuche in diesem Zusammenhang sind nötig, um die hierfür relevanten Mecha-
nismen ausfindig machen zu können. So könnten CXCL10/GFP-positive Exosomen mit 
Empfängerzellen des gleichen Typs mit bzw. ohne CXCR3-Rezeptor inkubiert und anschlie-
ßend eine quantitative Analyse der Zielzellen bezüglich des Reporterproteins durchgeführt 
werden. Der Versuchsaufbau könnte zudem mit einem Transwellsystem zur Untersuchung 
des Migrations- bzw. Invasionsverhaltens erweitert werden. 
Dass grundsätzlich Chemokin-enthaltende Exosomen eine chemoattraktive Wirkung entfalten 
können, wurde von Chen et al. in einer Studie aus dem Jahr 2011 demonstriert. In diesem 
Fall enthielten Exosomen aus hitzebehandelten Tumorzellen Chemokine, welche chemoat-
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Wie die Arbeit zeigt, besitzen Exosomen neben ihren Funktionen Immunantworten zu modu-
lieren und die Kommunikation bzw. den Transport zwischen den Zellen zu gewährleisten 
(Simpson et al., 2009) auf Grund ihrer Modifikationsmöglichkeiten multilaterale Einsatzge-
biete.  
Im Vergleich zu anderen Transportsystemen haben Exosomen eine Vielzahl an Vorteilen.  
So sind Viren und Lipid-Nanopartikel anfällig für die Abwehr durch Opsonine, Gerinnungs-
faktoren und das Komplementsystem.  
Insbesondere Viren können eine spezifische Antikörper-Reaktion auslösen und Onkogene 
angesichts der Gefahr von Insertionsmutagenese aktivieren.  
Daneben sammeln sich Polyethylenimin-basierende Nanopartikel in der Leber, Lunge, Niere 
und der Milz an und können im Hinblick auf Immunreaktionen nicht langfristig eingesetzt 
werden. (van den Boorn et al., 2011) 
 
Deshalb stellen Exosomen für die Zukunft eine vielversprechende Perspektive für therapeu-
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a. E. Arbiträre Einheit 
Ak Antikörper 
APC Allophycocyanin 







CAG (C) Cytomegalovirus-Enhancer – (A) Huhn-β-Aktin-Promoter 
– (G) Spleiß-Akzeptor des Kaninchen-β-Globin Gens 
CCV Clathrin-coated vesicle 
CD Cluster of differentiation 
cDNA Komplementäre DNS (complementary DNA) 
CMV Cytomegalovirus 
Cp Crossing point 
CTL Zytotoxische T-Zelle (cytotoxic T lymphocyte) 




Dendritische Zelle (dendritic cell) 
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 E 
EE Frühes Endosom (early endosome) 
eEF1α1 Eukaryotischer Elongationsfaktor 1-alpha 1 
eGFP Enhanced green fluorescent protein 
EMEM Eagle’s minimum essential medium 
ENO1 Enolase 1 
env Envelope 
ER Endoplasmatisches Retikulum 
ERK Extracellular signal-regulated kinase 
ESCRT Endosomal sorting complex required for transport 
Exo Exosomen 
EZM Extrazelluläre Matrix 
 F 
FACS Fluoreszenzaktivierter Zellsortierer 
FasL Fas-Ligand 





FS Forward scatter 












HEK Human embryonic kidney 
HPLC Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (high performance 
liquid chromatography) 
(h)MSCs (Humane) mesenchymale Stammzellen 





ILV Intraluminale Vesikel 
IP-10 (CXCL10) Interferon-γ-induziertes Protein 10 





Lamp2b Lysosom-assoziierte Membranglykoprotein 2b 
LE Spätes Endosom (late endosome) 
LTR Long terminal repeat 
Luc2 Firefly luciferase 2 
 M 
M Molar 
MDSC Myeloide Suppressorzelle (myeloid-derived suppressor cell) 




MOI Multiplizität der Infektion 




Boten-RNS (messenger RNA) 
Membrane-spanning domain 
MTA1 Metastasen-assoziiertes Protein 1 
MV Mikrovesikel 
MVB Multivesikulärer Körper (Multivesicular body) 
myc Myelocytomatose-Onkogen 
 N 
n Anzahl der Versuche 
NKG2D Natürliche Killer Gruppe 2, Mitglied D 
NK-Zellen Natürliche Killerzellen 
nt Nukleotide 
NTA Nanopartikel Tracking-Analyse 
 O 
oPRE Optimized posttranscriptional regulatory element 
 P 
P2A Peptid 2A 
pac Puromycin N-Acetyltransferase 
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
PBS Phosphatgepufferte Salzlösung 
PBST PBS with tween 20 
PCR Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction) 
PE Phycoerythrin 
pEFS Elongation factor 1-alpha short promoter 
PEG Polyethylenglycol 










qPCR Quantitative Polymerase-Kettenreaktion  
qRT-PCR  Quantitative Echtzeit (real time)-Polymerase-Kettenreaktion  
 R 
Rab Ras-related in brain 
RNS Ribonukleinsäure 
ROCK1/2 Rho-assoziierte Proteinkinasen 1 und 2 (Rho-associated, 
coiled-coil containing kinases 1/2) 
rpm Umdrehungen pro Minute 
RT Raumtemperatur 
RT Reverse Transkriptase 
 S 
SDS-PAGE Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
SFFV Milzfokus-formender-Virus (spleen focus forming virus) 
SFFVp Milzfokus-formender-Polyzythämie-induzierender Virusstamm 
(spleen focus forming virus polycythemia-inducing strain) 
sGFP Superfolder green fluorescent protein 
SS Side scatter 
SV40 Simian-Virus 40 
 T 
TAE TRIS-Acetat-EDTA 
TD#X Mit Konstrukt X transduzierte Zellen 
TF#X 
TGF-β 
Mit Konstrukt X transfizierte Zellen 
Transforming growth factor beta 
TH1 Typ1-T-Helferzelle 
TIMP-1 Tissue inhibitor of matrix metalloproteinase 1 
Tm Schmelztemperatur (Melting temperature) 
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TNF-α Tumornekrosefaktor alpha 
TRAIL TNF-related apoptosis-inducing ligand 
TReg Regulatorische T-Zellen 
TSG Tumor susceptibility gene 








VCN Plasmidkopienzahl (vector copy number) 
VE-Wasser Vollentsalztes Wasser 
Vsp4 Vacuolar protein sorting-associated protein 4 
 W 
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I  Anhang 
1  Plasmidkarten 
1.1 Plasmide in HT1080-Zellen 
 
 
Ergänzende Abbildung 1: Plasmidkarte von Konstrukt #168 pSERS11_pEFS_luc2_P2A_eGFP_IRES_pac 
mit Restriktionsschnittstellen für Klonierungsarbeiten. 
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Ergänzende Abbildung 3.1: Plasmidkarte von Konstrukt #230 
pSERS11_pEFS_luc2_P2A_eGFP_IRES_pac_ZIP mit Restriktionsschnittstellen für Klonierungsarbeiten. 
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Ergänzende Abbildung 3.2: Plasmidkarte von Konstrukt #230 





Ergänzende Abbildung 3.3: Elektrophoretische Analyse von Konstrukt #230 
pSERS11_pEFS_luc2_P2A_eGFP_IRES_pac_ZIP. Die enzymatischen Testverdaue erfolgten mittels BamHI und 
HindIII mit den zu erwartenden Banden bei 5993 bp/2738 bp (1) bzw. BamHI und DrdI mit den zu erwartenden 
Banden bei 3623 bp/3239 bp/1869 bp (2). 
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Ergänzende Abbildung 4.1: Plasmidkarte von Konstrukt #231 




Ergänzende Abbildung 4.2: Plasmidkarte von Konstrukt #231 
pSERS11_pEFS_TIMP-1_myc_GPI_IRES_pac mit Restriktionsschnittstellen für den enzymatischen Testverdau. 
 




Ergänzende Abbildung 4.3: Elektrophoretische Analyse von Konstrukt #231 
pSERS11_pEFS_TIMP-1_myc_GPI_IRES_pac. Der enzymatische Testverdau erfolgte mittels DrdI mit den zu 




Ergänzende Abbildung 5.1: Plasmidkarte von Konstrukt #232 
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Ergänzende Abbildung 5.2: Plasmidkarte von Konstrukt #232 





Ergänzende Abbildung 5.3: Elektrophoretische Analyse von Konstrukt #232 
pSERS11_pEFS_TIMP-1_myc_GPI_IRES_pac_ZIP. Der enzymatische Testverdau erfolgte mittels DrdI mit den 
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Ergänzende Abbildung 6.1: Plasmidkarte von Konstrukt #233 





Ergänzende Abbildung 6.2: Plasmidkarte von Konstrukt #233 
pSERS11_pEFS_TIMP-1_myc_GPI_IRES_pac_P2A_eGFP mit Restriktionsschnittstellen für den enzymatischen 
Testverdau. 
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Ergänzende Abbildung 6.3: Elektrophoretische Analyse von Konstrukt #233 
pSERS11_pEFS_TIMP-1_myc_GPI_IRES_pac_ZIP. Die enzymatischen Testverdaue erfolgten mittels    
HindIII-HF + XhoI mit den zu erwartenden Banden bei 4145 bp/2600 bp/1066 bp (1) bzw. mittels DrdI sowie     




Ergänzende Abbildung 7.1: Plasmidkarte von Konstrukt #234 
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Ergänzende Abbildung 7.2: Elektrophoretische Analyse von Konstrukt #234 
pSERS11_pEFS_TIMP-1_myc_GPI_IRES_pac_P2A_eGFP_ZIP. Die enzymatischen Testverdaue erfolgten 
mittels HindIII-HF + XhoI mit den zu erwartenden Banden bei 4145 bp/2625 bp/1066 bp bzw. mittels DrdI + PacI 




Ergänzende Abbildung 8.1: Plasmidkarte von Konstrukt #235 






















Ergänzende Abbildung 8.2: Elektrophoretische Analyse von Konstrukt #235 
pSERS11_pEFS_TIMP-1_myc_MSD_IRES_pac_P2A_eGFP. Der enzymatische Testverdau erfolgte mittels NcoI 





Ergänzende Abbildung 9: Plasmidkarte von Konstrukt #238 pMA-RQ_TIMP-1_myc_MSD_IRES mit 
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1.2 Plasmide in L87/4-Zellen 
 
 




Ergänzende Abbildung 11: Plasmidkarte von Konstrukt #3005 pcDNA6.2_ITR_hygro_CAG_sGFP_ZIP. 
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1.3 Gamma-retrovirale Helfer-Plasmide 
 
 




Ergänzende Abbildung 13: Plasmidkarte von Helfer-Plasmid #70 pcDNA3-MLV-gagpol. 
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